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1. INTRODUCCION
1. INTRODUCCION
1.1. EL MERCURIO Y LA AUTOINMUNIDAD INDUCIDA POR CLORURO DE
MERCURiO
El mercurio (Hg2~) es un metal pesado que, al igual que otros agentes de las
mismas características (Mt~, Cu~), tiene un marcado efecto tóxico. La principal
característica de este ión divalente es su capacidad de reaccionar con grupos sulfidrilo
(SH), estando orientados la mayoría de los estudios sobre su toxicidad a dicha
capacidad de reacción con los grupos tiol dc las proteínas de membrana responsables
de la niodulación de la permeabilidad catiónica [Kone y col, 1990] o a su capacidad
para generar radicales libres de oxígeno [Stadtman y Olivers, 1991].
Ya en 1981, Gutknecht demostraría que a pH fisiológico el mercurio forma
especies neutras que le hacen altamente permeable a las bicapas lipídicas [Gutknecht,
1981]. Una consecuencia del movimiento del mercurio a través de la membrana, en
una de sus formas más frecuentes, cloruro cíe mercurio (Ci
2Hg), es un intercambio CY
/011 que podría provocar el colapso de los gradientes jónico y pH a través de las
membranas biológicas, pudiendo ser ésta la causa de su toxicidad [KarWski, 1992].
Desde que en 1987 Nemeth y Scarpa evidenciaron la rápida movilización del Ca
2~
celular consecuencia del efecto de algunos cationes divalentes, se ha dado mucha
importancia a] efecto de] Hg2~ sobre la hoineostasis del Ca2~, ya que su desregulación
se evidencia en un incremento de la concentración intracelular de dicho catión [Smith
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y col, 1991]. Los experimentos realizados más concretamente sobre linfocitos
esplénicos de rata proporcionan idénticas evidencias ¡jTan y col., 1993]. A pesar de las
investigaciones realizadas hasta la fecha aún queda por dilucidar el/los mecanismo/s
preciso/s que hacen del mercurio un potente agente inductor de la activación de
células linfoides. A este respecto es destacable que existen algunos experimentos
realizados in vitro sobre linfocitos humanos que contradicen el claro efecto observado
in vivo, donde se detecta una inhibición de la proliferación [Shenker y col., 1993] y de
la diferenciación de células B [Daum y col., 1993].
En definitiva, la capacidad de reaccionar con grupos tiol y su consecuencia en
el transporte del Ca2~ y otros cationes al alterar la permeabilidad de las membranas
biológicas, hace del Hg2~ un importante agente tóxico. Al igual que otros metales
pesados, resulta especialmente tóxico para el riñón, siendo por ello frecuentemente
empleado para provocar el fallo renal agudo en modelos de experimentación.
En estudios previos sobre la nefropatía inducida por metales pesados, en
concreto el Hg, se identificó el túbulo proximal como el principal lugar de lesión renal
[Gritzka y Trump, 1968]. Gritzka y Trump realizaron un estudio sobre ratas de la cepa
Sprague-Dawley que fueron sometidas al tratamiento con CL
2Hg. Los efectos que
observaron sobre las células del epitelio tubular renal fueron muy tempranos en el
tiempo desde el inicio de la administración del mercurio. Estos fueron principalmente,
la pérdida de las microvellosidades de la membrana plasmática y la formación de
vesículas a las 12 horas de recibir el Hg, así como la disyunción celular. A nivel
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nuclear se apreciaba una condensación de la cromatina alrededor de la membrana
nuclear y los nucleolos, seguido de la fragmentación de la cromatina. Observaron, por
otra parte, importantes cambios en las mitocondrias en las que se apreciaba un
considerable aumento de su volumen, consecuencia de] aumento del contenido de
agua. Aunque Gritzka y Trump no dan explicación a los cambios observados en las
células del túbulo proximal renal, Kone y col. ¡1990] suguieren, tras sus investigaciones
sobre túbulo proximal de conejo, que el Hg2~ (en concentraciones comúnmente
empladas en modelos experimentales) causaba un temprano incremento de la
permeabilidad iónica de la membrana, seguida por la inhibición de la ATPasa-Na~,Kt,
respuesta que precede a la lesión mitocondrial. Posteriormente, Lund y col. [1993]
describirían la formación de H
202 y estres oxidativo en mitocondrias de riñón de rata,
tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, todas estas lesiones descritas en el epitelio
tubular del riñón eran consecuencia de la acción tóxica directa del Cl2Hg sobre ellas.
Cuando en 1971 Bariéty y col. describen, en un modelo desarrollado en ratas
Wistar, que tras la administración subcutánea de cloruro de mercurio se evidenciaba
una glomerulonefritis tipo complejos inmunes, ésta no podía ser explicada por e]
efecto del mercurio sobre el túbulo [Bariéty y col., 1971]. Aún así, el antígeno
responsable no fue identificado. Serían Sapin y col. [1977] quienes, al reproducir el
modelo en ratas de la cepa Brown Norway (BN), descubrieran el cloruro de mercurio
como agente tóxico capaz de inducir la producción de anticuerpos contra la membrana
basal glomerular (MBG). Dichos autoanticuerpos circulantes se fijarían a la pared
glomerular (evidenciandose por un patrón primero lineal y posteriormente granular
.4.
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detectado por inmunofluorescencia) y que prodría ser la causa del desarrollo de la
proteinuria en las ratas BN. Los mismos autores sugerirían que la demostración de
una glomerulonefritis tipo complejos inmunes desarrollada en ratas de la cepa Wistar
[Bariély y col., 1971] bajo las mismas condiciones experimentales, podría revelar la
existencia de un control genético en este tipo de respuesta inmune.
Druet y col. [1977] confirmarían esta hipótesis al realizar un estudio más
detallado sobre el control genético de dicha enfermedad, demostrando que la única
cepa sensible capaz de inducir la producción de anticuerpos contra la MBG sería la
BN, obteniendo resultados negativos en las cepas Lewis (LEW), Wistar AG, August
y PVG/c. El análisis llevado a cabo entre híbridos de estas cepas resistentes y BN les
llevó a determinar que dicha susceptibilidad era dependiente de dos o tres genes, uno
de los cuales estaría ligado al complejo de histocompatibilidad principal (MHC) de la
rata. Aunque ya entonces se había demostrado que otras enfermedades autoinmunes
experimentales estaban sometidas a control genético, como era el caso de la
encefalomielitis alérgica experimental (EAE) [Williams y Moore, 1973] y la.
glomerulonefritis por complejos inmunes autólogos ¡Stenglein y col., 1975], era la
primera evidencia de la producción de anticuerpos contra la MBG sometido a contro][
genético.
Las investigaciones de Sapin y Druet abrieron una puerta para el estudio de
una de las enfermedades autoinmunes hasta entonces poco conocida. Las
glomerulonefritis mediadas por anticueiros dirigidos contrala MBG se ha reproducido
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desde muy temprano en modelos experimentales. Sin embargo, estos modelos siempre
suponían la inyección de anticuerpos contra la MBG heterólogos o autoanticuerpos
LUnanue y Dixon, 1967]. La enfermedad siempre era inducida después de la
inmunización con MBG o con la fracción antigénica de ésta [Shibata y col., 1972]. En
un principio, el estudio de la giomerulonefritis inducida por la producción espontánea
de estos anticuerpos, tanto en humanos [Wilson y Dixon, 1973] como en animales
IBanks y Henson, 1972], no llegó a demostrar el origen de los anticuerpos. En 1975,
Zimmennan y col., sugirieron algunos agentes tóxicos como los responsables de
glomerulonefritis inducida por anticuerpos contra la MBG en el hombre, aunque ya
en 1963, Mandema describió que la intoxicación crónica con mercurio era capaz de
inducir en el hombre una glomerulonefritis del tipo complejos inmunes [Mandema y
col., 1963]. Por último, serían Sapin y col. [1977] quienes identificaron el Cl2Hg como
agente causal directo de la aparición de autoanticuerpos en la circulación.
Las investigaciones posteriores se centraron en gran medida en el estudio de
los mecanismos determintes de la producción de anticuerpos contra la MBG. La
cinética de fijación en la pared glomerular de estos autoanticuerpos fue estudiada
inicialmente por Sapin y col. [1977] detectándola, por inmunofluorescencia, dos
semanas después del inicio del tratamiento con Cl2Hg. Hinglais corroboraría que el
día 12-13, desde la primera inyección de mercurio, el depósito de lgG de rata sería.
máximo, detectándose ya a día 8-9 con un patrón todavía débil. Los depósitos aún
existían dos meses después [Hinglaisy col,, 1979]. El estudio de células mononucleares
infiltrantes demostró la aparición de monocitos en la luz capilar glomerular y en el
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intersticio, coincidiendo temporalmente con la detección inicial de depósitos
glomerulares. Además, se identificó un acúmulo de células mononucleares infiltrando
los espacios perivasculares [Weeniingy col., 19781. La composición de dicho infiltrado
era, en cualquier caso, células T y monocitos [Aten y col., 1988a]. A nivel glomerular
se han publicado, sin embargo, algunas diferencias al respecto. Mientras que Hinglais
demuestra un infiltrado significativo de monocitos a partir del 8~ día de enfermedad
[Hinglais y col., 1979], Aten sostiene que dicho acúmulo de monocitos se produciría
desde el día 4 de enfermadad para ser sustituidos el día 13 por células CD8~ [Aten
y col., 1988a].
Como ya se ha comentado anteriormente, el carácter genético de la
enfermedad y, consecuentemente, la existencia de cepas de ratas resistentes al
tratamiento con Cl2Hg proporcionaría una vía de estudio sobre los posibles
mecanismos inductores de la producción de autoanticuerpos en las cepas sensibles. A
este respecto, un estudio realizado con la cepa resistente LEW [Sapin y col., 1980]
evidenció que la misma enfermedad desarrollada en la cepa BN era reproducible al
transferir a ratas de la cepa LEW, previamente irradiadas, células inmunocompetentes
procedentes de híbridos F1(LEW X BN). dándole, así, un importante pape] a dichas
células en el desarrollo de la enfermedad.
La implicación directa de las células inmunes, así como la detección de
anticuerpos antinucleares [Weening y col., 1978] y altos niveles de IgE [Prouvost..
Danon y col., 1981] en el suero de ratas BN tratadas con mercurio, arrojaría una
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nueva luz sobre esta enfermedad autoinmune. Ya en previas publicaciones se
demostró que algunas drogas eran capaces de provocar un síndrome semejante al
lupus, el cual está asociado a tina hiperreacividad de linfocitos B,
hipergammaglobulinemia y la producción de autoanticuerpos [Alarcón-Segovia, 1976].
Además, cada vez existían más evidencias de la interacción directa de algunas drogas
con células inmunocompetentes como la principal causa de autoanticuerpos,
asociándose con una disminución en las funciones efectora y reguladora de las células
T IBluestein y col., 1979; Kirtland y col., 1980]. Basándose en todo ello, Weening y
col. proporcionaron una evidencia más utilizando el modelo de autoinmunidad
inducida por CI2Hg. Demostraron que los linfocitos T de ratas inyectadas con CI2Hg
tenían una menor capacidad de reactividad y mostraban una pérdida de la función
supresora, siendo, todo ello, consecuencia de la acción directa del Hg sobre la
población linfocitaria de los animales [Weening y col., 1981].
Un modelo similar desarrollado en ratones genéticamente susceptibles, también
mostró la aparición de anticuerpos anti-nucleares [Hultman y Enestróm, 1988]. Los
estudios realizados por diferentes grupos sobre este modelo de enfermedad
autoinmune demuestran la aparición de múltiples anticuerpos diferentes con distintas
especificidades. Así, aunque los autoanticuerpos anti-MBG son los más estudiados
debido a su marcado carácter patogénico., también se han descrito anticuerpos contra
trinitrofenol (TNP), glóbulos rojos de camero (SRBC) [Hirsch y col., 1982] y
recientemente autoanticuerpos anti-mieloperoxidasa [Esnault y col., 1992], cuya
aparición parece asociada al desarrollo de una vasculitis generalizada [Mathieson y
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col., 1992].
Puesto que en otros modelos experimentales la aparición de anticuerpos
circulantes se detenninó que era consecuencia de la activación policlonal de células
B [Kobayakawa y col., 1979] (proceso que podría tener una significación patogénica
en desórdenes autoinmunes) Hirsch y col. [1982] plantearon la misma hipótesis para
el modelo de autoinmunidad inducida por mercurio. Analizando el efecto producido
¡ti vitro por el CI2Hg sobre células de bazo procedentes de ratas BN normales,
demostraron la inducción de células formadoras de placa (PFC), así como un
incremento en la síntesis de inmunoglobulinas. Sin embargo, esta activación policlonal
de células B, puesto que se detectan, además de Acs contra la MBG, Acs contra el
ADN, 2,4,6-Trinitrofenil (TNP) y glóbulos rojos de oveja (SRBC), no se producía
cuando el experimento se intentaba reproducir en linfocitos B aislados y no en células
esplénicas totales, lo que evidenciaba un importante papel inicial probablemente de
las células T (aunque no quedaba descartado un papel de los macrófagos> sugiriendo
una activación policlonal de células B dependiente de células T.
Un hecho importante en este modelo experimental es la cinética que sigue la.
producción de anticuerpos. E] estudio realizado por Hirsch demostró el aclaramiento
espontáneo, tanto de Acs contra TNP como ADN y SRBC [Hirsch y col., 1982]. De]L
mismo modo quedó demostrado que los niveles de Acs contra la MBG [Bellony col.,
1982] y el incremento de los niveles séricos de IgE [Prouvost-Danon y col., 1981] se
encontraban sólo de forma transitoria en la circulación. Todo ello permitió concluir
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que el Cl2Hg producía la activación policlonal de células B y que, posteriormente,
aparecían mecanismos supresores que provocaban la resolución espontánea de la
enfermedad, idea que ya fue sugerida previamente por Weening y col. [1981]. Datos
más concluyentes a este respecto los proporcionaron Bowman y col. 11984]. Estos
autores, mediante experimentos de transfexencia de células esplénicas de ratas tratadas
con mercurio, combinados con experimentos de deplección linfocitaria, demostraron
el importante papel de las células CD8~, que actuarían en esta enfermedad como
células T supresoras, regulando la respuesta de anticuerpos contra la MBG.
Simultáneamente, se sugirió que, junto con las células T supresoras, aparecerían
factores humorales durante la respuesta autoinmune al Cl2Hg, contribuyendo a la
autorregulación de la síntesis de Acs anti-MBG [Chalopin y Lockwood, 1984]. Dichos
factores humorales podrían ser anticuerpos anti-idiotipo, cuya participación en
mecanismos autorreguladores ya fue previamente demostrado [Goidl y col., 1979;
19831.
Una vez admitido el papel de las células B en la enfermedad y establecido que
los autoanticuerpos que aparecen en la circulación son consecuencia de la activación
policlonal de éstas, quedaba por determinar cómo se llegaba a la activación de.
linfocitos B. Previamente se ha comentado que existían evidencias del efecto directo
de ciertas drogas sobre células inmunocompetentes, inhibiendo las células supresoras
[Bluestein, 1979; Kirtland y col., 1980] o incluso generando un exceso de células T
cooperadoras [Miller y Salem, 1982]. En estudios realizados in vitro y transferencia a
receptores singénicos [Pelletier y col., 1985] se demostró que las células esplénicas de
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ratas BN que recibieron el tratamiento con CI2Hg eran capaces de inducir la
proliferación a los 6 días del inicio de la enfermedad, lo que suguería que uno de los
primeros sucesos en el desencadenamiento de la enfermedad era la modificación de
algún tipo de célula inmune que llevaría a la activación de células B. El hecho añadido
de que las células B aisladas eran incapaces de desencadenar la enfermedad, vuelve
a hacer evidente la participación de otra clase de célula en el desarrollo de la lesión
autoinmune. A este respecto, la realización de una serie de experimentos
demostraron que células T expuestas a CI2Hg, tanto iii vivo como in vitro, eran capaces
de inducir la proliferación de células T singénicas normales en presencia de células Ia~
normales ¡Pelletier y col., 1986]. Los mismos autores identificaron la subclase de
linfocitos capaz de provocar tal proliferación como células W3/25~ (linfocitos T
cooperadores> siendo estas células aisladas mucho más efectivas que los linfocitos T
no fraccionados (probablemente por evitar el efecto supresor de las células CD8~).
Por otra parte se demostró e] requerimiento de células Ia~ normales para que
ocurriera la proliferación, destacando el hecho de que células 1a~ modificadas no
tenían ningún efecto. De esta forma podría excluirse la posibilidad de que el mercurio
pudiera modificar determinantes la de la superficie celular, como ocurre con haptenos
¡Eastman y Lawrence, 1982] o drogas ¡Gleichmann y col., 1983]. En cualquier caso.,
uno de los primeros fenómenos que ocurren tras la administración del Cl2Hg es la
interacción de células T-T de una forma dependiente del antígeno la. Finalmente,
Pelletier y col. [1986] sugirieron que el Q2Hg inducía, en definitiva, células 1’
autorreactivas, siendo las responsables de la enfermedad autoinmune. Esta era la
primera evidencia de la aparición de células T autorreactivas como un suceso inicial
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en el desencadenamiento de la autoinmunidad.
Todos los datos acumulados hasta el momento evidencian que la enfermedad
se desarrolla en dos fases claras. Unaprimera fase, de inducción, en la que se produce
la activación de células T autorreactivas [Pelletier y col., 1986] y la producción de
autoanticuerpos por parte de células B activadas policlonalmente [Hirsch y col., 1982],
y una segunda fase de autorregulación, en la que comienza un aclaramiento de Acs
en suero [Prouvost-Danon y col., 1981; Bellon y col., 1982; I-Lirsch y col., 1982] y la
resolución espontánea de los síntomas de la glomerulonefritis como consecuencia de
dicho aclaramiento [1-Ungíaisy col., 1979]. El análisis de las poblaciones circulantes de
células T en ratas tratadas con mercurio [Bowman y col., 1987] reveló una disminución
de células T en sangre durante la primera fase de la enfermedad, descenso que se
debía en gran medida a la disminución de células T cooperadoras. Simultáneamente,
se producía un aumento reciproco de células B (consecuencia de la activación
policlonal de estas células). Es de destacaí que los autores detectaron una disminución
del número de células T citotóxicas/supresoras durante la fase de inducción de la.
enfermedad, aumentando considerablemente su número durante la fase de
autorregulación, lo que coincidía con una disminución en los niveles séricos de Acs.
El porqué se produce una disminución en la población de células T cooperadoras
podría ser explicado por la masiva infiltración que se producce en el intersticio renal,
ya que el 70% al 80% de dichas células eran de fenotipo CD4 [Aten y col., 1988a].
Esta teoría vendría apoyada por similares observaciones en otras respuestas
.autoinmunes, como es el caso de la EAE [Hauser y col., 1984] en la cual la
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disminución de células T cooperadoras corncide con el influjo de éstas en el sistema
nervioso central. Sin embargo, estudios realizados en órganos linfoides periféricos sí
revelaron una marcada proliferación de linfocitos, tanto T como B [Aten y col.,
1988aJ. El análisis por citometría de flujo del bazo evidenciaba un temprano aumento
(el día 4 de enfermedad) de células CD4~, así como un incremento de células
portadoras del antígeno MHC clase II el día 8 y 13 que Aten y col. consideran
causada por la proliferación de células B. Además de la linfoproliferación B se
observaba también un incremento absoluto de la población T, tanto de fenotipo CD4
como CD8, en órganos linfoides periféricos. Pelletier y col. obtendrían similares
resultados al realizar un estudio sobre células de órganos linfoides periféricos de ratas
BN tratadas. Demostraron una proliferación T y B, aunque sin observar un aumento
significativo de células CD8~ [Pelletier y col., 1988a]. Puesto que ya fue previamente
sugerido que poblaciones T autorreactivas dirigidas contra el antígeno MHC clase II
pueden causar la activación policlonal de células B, tanto iii vitro [Finnegan y col.,
1984; Saito y Rajewsky, 1985] como ¡ti vivo LSaito y Rajewsky, 1985], y que en el
modelo de CI2Hg se produce una interacción T-T dependiente del MHC clase II
[Pelletier y col., 1986]. Aten sugirió un papel para las células T autorreactivas anti-
MHC clase II en dicho modelo, proponiendo que el aumento en el número de células
CD4~ observado en el bazo fuera una evidencia de la aparición de dichas células.
Se consiguieron más evidencias sobre la aparición y participación de células 1’
autorreactivas en esta enfermedad autoinmune a través de la técnica de análisis de
dilucción limite (LDA) con cuyos resultados se demostraró que había una alta
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frecuencia de células T autorreactivas que proliferarían en presencia de linfocitos T
procedentes de ratas inyectadas con CI2Hg, y que existían ya el día 4 de enfermedad,
así como de células T cooperadoras anti-Ia propio, capaces de reconocer tanto células
B normales como linfocitos B procedentes del día 6 de ratas tratadas [Rossert y col.,
1988]. Por último, se demostraró mediante transferencia de linfocitos T, y
particularmente T cooperadores, que dichas células eran capaces de reproducir la
enfermedad autoinmune en los animales receptores [Pelletier y col., 1988b].
El papel que jugaban las células CD8 en este modelo era sin embargo más
controvertido. En los mismos experimentos de transferencia de células realizados por
Pelletier se pudo comprobar cómo la deplección de células CD8~, previa a la
transferencia de linfocitos CD4 expuestos al Hg, aumentaba considerablemente la
autoinmunidad en los receptores. El hecho de que linfocitos T expuestos a Q2Hg
indujeran la proliferación de T citotóxicos/supresores en receptores normaies y que
ésta no se produjera en ratas inyectadas con Cl2Hg parecía demostrar que el mercurio
era capaz de afectar cualitativamente a la población celular CD8, como ya fue
previamente sugerido [Weening y col., 1981], de forma que la autoinmunidad podría
ser debida a la ocurrencia de ambos sucesos: por un lado, la aparición de células T
autorreactivas, y por otro, el defecto en la función T supresora rPelletier y col., 1988b].
Posteriormente, durante el estudio de la fase de autorregulación, en la que se
demuestra el aumento del número de células CD8~ [Bowman y col., 1987], así como
que dichas células, cuando proceden de la fase reguladora, tienen un efecto protector
sobre la fase de inducción de la enfermedad [Bowman y col., 1984], hizo pensar en un
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importante papel de los linfocitos T supresores en su resolución. El tratamiento con
CI2Hg a ratas de la cepa LEW, en las que el Hg no es capaz de inducir la enfermedad
autoinmune [Druet y col., 1977], provoca, sin embargo la aparición de células CD8~
responsables de un defecto en la función de células T jjPelletier y col., 1988b]. Aún así,
existen datos contradictorios al respecto puesto que la deplección de células CD8 en
ratas tratadas con CI2Hg no era capaz de afectar el desarrollo de la enfermedad, ni
siquiera la fase reguladora [Pelletier y col., 1990]. Del mismo modo, la deplección de
células T citotóxicas/supresoras en ratas de la cepa LEW inyectadas con Ng, no
provocaba el desarrollo de la enfermedad. El hecho de que el tratamiento con Acs
anti-CD8 no afectara a la fase de inducción podría sugerir que tales células T, aunque
numéricamente normales, serían funcionalmente defectuosas ¡jPeíletier y col., 1988b;
Pelleteir y col., 1990]. Los mismos resultados observados durante la fase reguladora,
y contrastando con los anteriores experimentos [Bowman y col., 1984; Rossert y col.,
19881, evidenciaban que las células T supresoras podrían no estar implicadas en el
proceso de autorregulación de la enfermedad, aunque no puede descartarse la
posibilidad de que se trate de uno de los numerosos factores implicados.
Un hecho importante, en el estudio realizado por Pelletier, es la aparición de
células T anti-Clase II propio cuando las ratas BN normales eran tratadas con Acs
anti-CD8 [Pelletier y col., 1990]. Según el autor dichas células, que podrían tratarse
de células T autorreactivas, estarían presentes en situaciones normales y constituirían
un grupo de células que escaparon de la deplección tímica, encontrándose bajo el
control de las células T supresoras [Deusch y col., 1986; Romain y col., 1984; Sano y
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col., 1987]. Hasta el momento son muchas tas evidencias de un papel de las células
CD8 durante la fase de inducción. Pelletier, demostró en ratas BN normales, que los
linfocitos CD8~ estarían controlando las cé~Iulas T anti.MHC propio. Considerando,
además, las múltiples evidencias de una implicación de los CD8t durante la fase de
inducción, parecía obvio pensar que los linfocitos T supresores sufrirían realmente un
defecto funcional causado por el Hg, lo que impediría el control de las células T
autorreactivas y, por tanto, el desarrollo de la enfermedad autoinmune, aunque, como
se ha comentado anteriormente, este no sería el único factor desencadenante.
En un reciente estudio realizado por Dubey y col. [1991] en el que analizaron
la expresión de moléculas MHC clase JI en células B de bazo y ganglio de ratas BN
tratadas con Cl
2Hg, encontraron que uno de los sucesos más tempranos acaecidos en
dichos animales era el aumento de la expresión de moléculas la en linfocitos B el día
3 de la enfermedad, precediendo en cualquier caso a la hipergammaglobulinemia
desarrollada en los animales. Idéntico estudio realizado sobre ratas de la cepa LEW
mostró que se producía igualmente dicho aumento, pero era regulado a muy corto
plazo, volviendo a sus niveles normales. La búsqueda de los factores que determinan
la susceptibilidad de ratas BN y no LEW llevaron a Kosuda y col. [1991] a investigar
las distintas subclases de células T en esta cepa. Basándose en estudios previos que
achacan importantes propiedades inmunorreguladoras a la subclase de células T RT6~
en algunos modelos autoinmunes, y siendo su falta o presencia lo que en algunos casos
determine la susceptibilidad o resistencia a la enfermedad [Greiner y col., 1986;
Angelillo y col., 1988], Kosuda plantearía la misma hipótesis para estudiar el modelo
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autorreactivas y, por tanto, el desarrollo de la enfermedad autoinmune, aunque, como
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mostró que se producía igualmente dicho aumento, pero era regulado a muy corto
plazo, volviendo a sus niveles normales. La búsqueda de los factores que determinan
la susceptibilidad de ratas BN y no LEW llevaron a Kosuda y col. [1991] a investigar
las distintas subclases de células T en esta cepa. Basándose en previos estudios que
achacan importantes propiedades inmunorreguladoras a la subclase de células T RT6
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de autoinmunidad inducida por Hg, encontrando una importante reducción en el
número de células RT6~, estando inversamente correlacionado con el desarrollo de
la enfermedad. Así, estos autores sugirieron que la auto-tolerancia podría estar basada
en un balance entre células reguladoras y efectoras, pudiendo ser alterado dicho
equilibrio por numerosos factores (en nuestro caso un agente químico) en animales
geneticamente predispuestos.
Hasta el momento todas las investigaciones encaminadas a discernir el factor
de susceptibildad al cloruro de mercurio ha conducido a múltiples conclusiones
muchas veces confusas, siendo hoy en día un motivo aún de estudio. Las
investigaciones de Mosmann y Coffman {1989] y Janeway y col. [1988] permitieron
describir en ratón dos subgrupos funcionalmente diferentes entre linfocitos 1
cooperadores totalmente diferenciados, y que posteriormente fueron descritos en rata
jMcKnight y col., 1991]. Se trataba de dos subgrupos celulares con un patrón de
secreción de citoquinas distinto. Un subgrupo, denominado TH1, produciría IL-2, IFN-
gamma y linfotoxina. Otro subgrupo, TH2, sintetizaría IL-4, IL-5, IL-6 e IL-lO. Ambos
grupos estarían reciprocamente regulados. Este descubrimiento abrió una nueva via
para encaminar los estudios, puesto que uno de los puntos más importantes en este:
modelo de autoinmunidad parece ser el papel que las células T CDC tiene en el[
desarrollo de la enfermedad. La aparición de altos niveles séricos de IgE e JgG en las
ratas tratadas con Cl2Hg [Pelleteir y col., 1988a; Prouvost-Danon y col., 1981], al igual
que ocurre en ratones y conejos ¡jI-Iultman y Enestróm, 1988; Mirtcheva y col., 1989]
parecía indicar que la IL-4 podría ser un importante mediador en la activación de
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células 13 dependiente de linfocitos T [Goldman y col., 19911. La implicación de dicha
citoquina estaba, además, apoyada por los experimentos realizados por Ochel y col.,
[1991) quienes al tratar a ratones inyectados con CI2Hg con un AcM dirigido contra
IL-4 observaron una total reducción de los niveles de IgE e IgGl en los animales. Del
mismo modo, la IL-4 podría estar implicada en el aumento de la expresión de
moléculas MHC clase II [MeCabe y Lawrence, 1990]. Curiosamente estos animales
mostraban una mejora en la producción iii viti-o de IL-2 [Baran y col., 1988].
Inicialmente estos datos sugerían que las. células TH2, que secretan IL-4, eran las
responsables de la estimulación de células 13, y esta hiperactividad de las células TH2
estaría asociada con la disminución de la actividad THl [Goldman y col., 1991]. Se
proponía, así, un balance TH1ITH2 que determinaría, en definitiva, el desarrollo de
enfermedades autoinmunes.
La uveorretinitis autoinmune experimental (UAE) es una enfermedad que
puede inducirse en ratas LEW, así como en ratas Fi (LEW x BN), por la inyección
del antígeno retinal soluble (Ag-S). La UAE está mediada por células TH1 [Caspi y
col., 1986; I-Iiguchi y col., 1991]. Sin embargo, ratas FI (LEW x BN) tratadas con
CI2Hg estaban protegidas contra la UAE ~Saoudi y col., 1993a]. Si tenemos en cuenta
las investigaciones previas realizadas sobre el modelo de mercurio, en el que células
TH2 parecen tener un importante papel en la inducción de la enfermedad [Goldman
y col., 1991], el efecto observado después del tratamiento con Cl2Hg podría explicarse.
por el efecto negativo que las linfoquinas producidas por células TH2 (IL-4 y/o IL-lO)
ejercerían sobre las células TH1, evitando así el desrrollo de la uveoretinitis. Estos
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datos corroborarían la idea inicial de (iiioldman y col. [1991] y posteriormente
propuesta también por Saoudi y col. [1993b] de la importancia de un balance
THiI/TH2 en el desarrollo de la autoinmunidad.
Los estudios realizados por Dubey y col. L19931 en los que trata ratas BN
inyectadas con CI2Hg con un AcM dirigido contra el receptor de IL-2 (anti-IL-2R),
corroboró que el subgrupo de células TH1 tenía un importante papel en la
enfermedad, pero durante la fase de regulación, aportando así evidencias sobre la
resolución espontánea de los síntomas de la enfermedad, que hasta el momento se
basaban en datos contradictorios entre los distintos autores sobre el posible papel de
las células 1 supresoras [Bowman y col., 1984] o la participación de anticuerpos anti-
idiotipo [Chalopin y Lockwood, 1984; Guéry y col., 1990]. El tratamiento de las ratas
enfermas con Acs anti-IL-2R no modificaba la fase de inducción, pero sin embargo
sí era capaz de retardar, en parte, la fase reguladora a nivel de producción de IgE y
proteinuila, no viéndose afectados otros parámetros. De nuevo se sugerían otros
mecanismos reguladores en juego.
Un hecho demostrado en las ratas BN normales era su incapacidad para
responder a la concanavalina A (Coná). Estas ratas mostraban, además, una
deficiencia en la respuesta de linfocitos 1 citotóxicos (CTL). Ambos sucesos parecían
tener una relación directa con la linfoquina IL-2, puesto que la adición de IL-2 era
capaz de restablecer la función de los GTL rCastedo y col., 1994]. Se postulaba, por
tanto, que las ratas BN normales, deficientes a la hora de inducir células TH1, después
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del tratamiento con CI2Hg sufrirían una considerable mejora de las funciones TH1,
hecho que se evidenciaba a través de la producción de IL-2.
Hasta la fecha, por tanto, se apoya la idea de un papel inductor de la
enfermedad por parte de las células TH2, y un efecto protector ejercido por parte de
las células TH1, si bien se considera que para la resolución de la enfermedad deben
actuar factores aún desconocidos, sin descartar un papel de las células T citotóxicas,
cuya respuesta es restablecida por efecto de la IL-2 producida por las células TI-II
[Castedo y col., 1994].
En los últimos años comienza ha adquirir una especial importancia el papel de
las citoquinas en la autoinmunidad inducida por Cl2Hg. La demostración de la
dependencia de células TH2 durante la fase de inducción y de células TH1 y T
citotóxicos durante la de regulación, evidencian la importancia de las citoquinas, ya
que es el patrón de secreción de éstas las que determinan, en definitiva la diferencia
entre ambos subtipos de linfocitos 1 CD4~.
Por ello merece una especial consideración el papel que tienen las citoquinas
en las enfermedades autoinmunes en general, y en el modelo de mercurio en
panicular.
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1.2. LAS CITOQUINAS EN LA AUTOINMUNIDAD
La patogénesis de las enfermedades autoinmunes implica numerosos estadios
(iniciación, perpetuación, daño tisular) cada uno de los cuales iinvolucra diferentes
interacciones celulares y moleculares. Aunque la respuesta inmune es responsable de
la iniciación de enfermedades autoinmunes, los efectores del proceso incluyen muchos
miembros de las citoquinas. Estos polipéptidos inducen una amplia variedad de
sucesos inflamatorios que contribuyen ala destrucción y remodelación tisular en varías
enfermedades autoinmunes [Schattner, 1994]. Actualmente se conocen al menos 60
citoquinas diferentes que se han agrupado en distintas familias (Tabla 1.1). Las
interleuquinas y los factores estimulantes de colonias son generalmente
inmunoinoduladores y factores reguladores del crecimiento de células
hematopoyéticas. Funcionalmente, los interferones son agentes anti-virales e
inmunomoduladores y las quimoquinas son factores quimiotácticos y reguladores del
crecimiento. Los factores de crecimiento controlan las funciones del tejido conectivo,
y la familia de factores de necrosis tumoral son inmunomoduladores y reguladores de]
crecimiento.
Son varias las formas en las que itas citoquinas podrían jugar un papel en el
proceso de las enfermedades autoinmunes. Citoquinas como IL-1, TNF e IL-6, pueden
ser responsables de diversos procesos inflamatorios, asociados frecuentemente cori
enfermedades autoinmunes. Por otra parte, citoquinas quimiotácticas (como la IL.8),
o citoquinas que actúan directamente sobre le sistema inmune (IL-2, IL-4, IL-6 e
interferones) pueden afectar al proceso inmune y jugar un importante papel en la
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inducción de la autoinmunidad [Cavallo, y col., 1994].
Tabla 1.1. Familias de citoquinas
Familia
Interleuquinas
Factores Estimulantes de
Colonias
Interferones
Quimoquinas
Factores de Crecimiento
Factores de necrosis tumoral
y ejemplos de sus miembros.
Miembro
IL-la, It-iB, IL-2, IL-3, JL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8
IL-9, IL-lO, IL-Il, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15
G-CSF, GM-CSF, M-CSF, EPO
lEN-a, JFN-B, lEN-gamma
GRO-a, GRO-B, GRO-gamma, MIP-la, MIP-113,
MCP-I, MCP-2, MCP-3, RANTES
TGF-BI, TGF-J32, TGF-B1.2, TGF-B3, TGF-BS, GF,
HB-EGF, TGF-a, EGEácido, FGFbásico, BECGF,
FGF-4, FGF-5, FGF-6, FGF-7, PDGF-AA, PDGF-
1313, PDGF-AB
TNF-o, TNF-i3 (LT)
Gran número de estudios han demostrado la presencia de algunas citoquinas
en varias condiciones autoinmunes, siendo la más estudiada la artritis reumatoide
(AR), donde se ha detectado IL-6, GM-CSF, lEN-gamma y TNFa [Buchan y col.,,
1988a; Buchan y col., 1988b]. En la escleiosis múltiple (EM), el fluido cerebroespinahL
de los pacientes contenía niveles detectables de varías citoquinas, en particular TNFoe
y B [Selmaj y col., 1991; Sharief y Hentges, 19911. En el caso de la enfermedad
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autoinmune del tiroides se ha detectado IL-1, IL-6 y TNFa [Zheng y col., 1991; Zheng
y col., 1992].
La actividad de las citoquinas, bajo condiciones fisiológicas, se ejerce
predominantemente sobre las células en un ambiente local, antes que sistémico [Rose,
1989]. Muchas de las actividades de las linfoquinas pueden causar cambios profundos
que conducen a la autoinmunidad. Algunos de los síntomas clínicos de enfermedades
autoinmunes son atribuibles, además, al efecto de linfoquinas. Por ejemplo, muchas
de las alteraciones inmunológicas en el lupus eritematoso sistémico (LES), tales como
la activación de células T y 13 o linfopenia, han sido ligados al efecto de interferones
[Schattner, 1988]. Igualmente, muchas de itas manifestaciones de la AR pueden ser
debidas a la producción local de linfoquinas., especialmente IL-1 y TNE [Lipsky y col.,
1989].
La evidencia que tenemos con respecto al papel que las citoquinas juegan en
el proceso de enfermedades autoinmunes nos las ha proporcionado el desarrollo de
modelos experimentales en animales, bien por inducción en animales normales o bien
por el desarrollo espontáneo en algunas cepas de ratas o ratones. Las observaciones
en enfermedades autoinmunes en modelos animales son el resultado bien de la
manipulación de la enfermedad, inyectando linfoquinas o bloqueando su efecto, o bien
del estudio in vitro de las células y tejidos de estos modelos para determinar la
producción de linfoquinas. De esta forma se demostró que ratones propensos al lupus
mostraban un aumento de la síntesis de TNE e TEN-gamma, y las células 13
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evidenciaban un sorprendente incremento en la producción de autoanticuerpos en
respuesta al tratamiento ¡ti vitro con TEN-gamma o IL-4 [Kiinman, 1990]. Además,
coincidiendo con el inicio de la enfermedad, se ve aumentada la producción de IFN-
gamma en células de ganglios, y puede observarse una expresión de moléculas MHC
clase 1 y II en riñones nefríticos, siendo un suceso secundario a la producción de IFN-
gamma [Manolios y col., 1989; Halloran y col., 1988]. La implicación de] IFN se
evidenció claramente cuando tras la inyección de IFN-a o -gamma (o inductores de
lEN) a ratones propensos al lupus se aceleraba considerablemente la enfermedad.
Cuando se inyectaba a ratones normales, éstos desarrollaban una tiroiditis o una
nefritis tipo complejos inmunes [Schattner, 1988].
Un hecho común en muchos de los modelos de autoinmunidad es la
desregulación de la expresión de antígenos MHC implicada en la patogénesis de la
enfermedad autoinmune. Avalado por múltiples estudios ¡ti viti-o, puede hipotizarse
que algunas citoquinas, especialmente el lEN-gamma [Virelizier y col., 1984; Todd y
col., 1985; Wright y col., 1986], juegan un importante papel en la inducción y
expresión de moléculas MHC, (efecto potenciado por el TNFa [Weetman y col.,
1985]). Estas citoquinas podrían intervenir de esta forma en la presentación antigénica
y, por consiguiente, en la producción de auloanticuerpos, lo que les daría un papel en
la iniciación de la autoinmunidad. Algunos factores estimulantes de células B, tales
como IL-4 e IL-6, podrían desencadenar la proliferación de células 13 y su
diferenciación en células plasmáticas secretoras de autoanticuerpos [Rose, 1989].
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Tanto el TNF como la IL-1B son linfoquinas cuya expresión se ve aumentada
en multiples enfermedades autoinmunes, especialmente en enfermedades renales
[Brennan y col., 1989]. Al igual que ocurría con el TEN-gamma, su administración in
vivo a bajas dosis acelera el desarrollo de la enfermedad, aunque dosis altas
resultaban, sin embargo, beneficiosas [Jacob y McDevitt, 1988]. Tales observaciones
podrían indicar que el papel de las citoquinas in vivo es esencialmente local. Por
ejemplo, inyecciones de TNF o IL-1 mejoraban la diabetes en varios modelos animales
[Jacob y col., 1990], mientras que estas citoquinas tenían un importante efecto
deletéreo local en el páncreas [Held y col., 1990]. El hecho de que algunos órganos,
blanco de enfermedades autoinmunes, producen linfoquinas de forma local con efecto
perjudicial sobre ellos, viene avalado por recientes experimentos en los que el
tratamiento con AcMs dirigidos contra dichas linfoquinas, o la inyección de sus
antagonistas, consigue bloquear el curso de la enfermedad [Dinarello, 1991; Kuruvilla
y col., 1991]. Así, el tratamiento con anticuerpos anti-TNF consigue prevenir la
transferencia de la EAE por células T encefalitogénicas [Ruddle y col., 1990] y
previene las lesiones de la vasculitis pulmonar en ratones MRL/lpr [Deguchi y
Kishimoto, 1991], entre otras. Muy recientemente, el tratamiento de pacientes
afectados de AR con anticuerpos anti-TNF han dado unos resultados preliminares
muy alentadores [Elliott y col., 1993]. Del mismo modo, la administración de
anticuerpos anti-IFN-gamma es capaz de suprimir la nefritis en ratones NZB/W [Jacob
y col., 1987], y en los ratones NOD/Wehi es capaz de reducir significativamente la
diabetes mellitus dependiente de insulina <DMDI) y disminuir considerablemente la
insulitis [Campbell y col., 1991].
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Hay que destacar que muchas de las citoquinas implicadas en procesos
relacionados con enfermedades autoinmunes ejercen su efecto principalmente a nivel
local, como ha quedado claramente demostrado por la detección de dichas citoquinas
en los tejidos específicos afectados. Del mismo modo, la administración local de tales
proteínas es capaz de inducir enfermedades autoinmunes, incluso más eficazmente que
la administración sistémica [Pettipher y col., 1986; Stimpson y col., 1988].
Otra de las citoquinas que parece tener un importante papel en el desarrollo
de la autoinmunidad, y que ha sido muy bien estudiada, es la interleuquina-2. Su
implicación ha sido demostrada en varios modelos diferentes. En estudios preliminares
se demostró que, tanto en humanos como en modelos animales de enfermedades
autoinmunes, los leucocitos eran incapaces de producir IL-2 in viti-o en respuesta a
estímulos no específicos. Es el caso de la DMDI en humanos y en ratas diabéticas, en
los que las células mononucleares de sangre periférica mostraban un descenso
considerable de la secreción de IL-2 [Lang y col., 1987]. Sin embargo, Kroemery Wick
[1989]han sugerido que un exceso de IL-2 endógeno puede agravar la autoagresión
desencadenada por células autorreactivas y favorecer el desarrollo de las condiciones
de autoinmunidad. Por otro lado, en expenrnentos iii vitro se ha observado la
producción de relativamente grandes cantidades de IL-2 durante estados
inmunoinflamatorios. Para explicar estos datos, aparentemente contradictorios, se ha
sugerido que las bajas cantidades de IL-2 en sobrenadantes de células mononucleares
de sangre periférica procedente de pacientes con enfermedades autoinmunes después
de la activación con mitógenos podría ser explicada por un exceso de liberación de
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receptor de IL-2 (IL-2R). Dicho receptor podría unirse a la TL-2, e inhibir así su
actividad biológica, proporcionando un importante papel en la autoinmunidad al
sistema IL-2/IL-2R. Además, apoyando esta hipótesis, se han observado altos niveles
de IL-2R en el suero de pacientes con DMDI, AR y LES ICavallo y col., 1994].
Otro mecanismo que ha sido propuesto para explicar la inducción de respuestas
autoinmunes es la producción de citoquinas por células diana del proceso autoinmune.
Estudios realizados in viti-o han demostrado que la producción de citoquinas puede ser
inducida en varios tipos de células no inmunes en respuesta a varios estímulos. Es el
caso de las células del tiroides, que son capaces de producir TL-1 e IL-6 bajo
diferentes condiciones experimentales [Feldmann y col., 19911. Los mismos estímulos
que desencadenan estos mecanismos, y en especial aquellosmediados por lEN-gamma,
son capaces también de inducir antígenos MHC y moléculas de adhesión por las
células diana [Campbell y col., 1989], lo cual puede promover la activación de una
respuesta autoinmune.
En definitiva, las citoquinas se convierten en importantes mediadores, tanto en
el inicio, como en el desanollo y regulación de numerosas enfermedades autoinmunes.
La posibilidad de modular las enfermedades autoinmunes mediante la administración
de citoquinas o de sustancias que interfieran con la actividad de éstas, pone de
manifiesto nuevamente, su importancia en dichas anomalías, proporcionando a la
inmunoterapia con citoquinas o antagonistas de citoquinas, una herramienta esencial
en el tratamiento y prevención de la autoinmunidad, o al menos de su patología
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asociada.
1.2~1. Papel de las citoquinas en la nefritis autoinmune
Desde el descubrimiento de las citoquinas como un grupo de proteínas
implicadas en la práctica totalidad de los sucesos inmunológicos, su estudio en las
diversas patologías renales, especialmente en aquellas que, como el caso de las nefritis
autoinmunes, tienen un importante componente inmunológico, se han convertido en
un punto crucial para el entendimiento de los mecanismos que subyacen en toda
enfermedad autoinmune. De esta forma, la administración de citoquinas en modelos
de animales en los que se ha desarrollado una nefritis autoinmune nos permitirá
estudiar el papel que dichas citoquinas juegan en la enfermedad. Por otra parte, la
inyección de antagonistas, o AcMs contra. estas mismas citoquinas, nos proporciona
un nuevo camino para el tratamiento de estas lesiones, en contraste con aquellas
terapias que implican la administración de inmunosupresores.
Una de las citoquinas niás estudiada en el contexto renal ha sido el TNE, junto
con la IL-1. El proposito de determinar la posible implicación de citoquinas en la
patología renal llevaron a numerosos grupos a investigar el efecto que sobre algunas
enfermedades renales tenía tanto la administración de las propias citoquinas como sus
respectivos AcMs. Entre los modelos de nefritis autoinmune quizás el más estudiado
ha sido la nefritis nefrotóxica, desarrollado tanto en ratas como en conejos tras la
administración de anticuerpos heterólogos anti-MBG. En este modelo animal se
determinó que la administración, tanto de TNF recombinante humano (TNFrh) como
-28-
Introducción
humano (TNFrh) como de IL-Irh, era capaz de incrementar la lesión causada por la
inyección de anticuerpos anti-MBG, consiguiendo aumentar considerablemente la
proteinuria [Tomosugi y col., 1989]. Igualmente, la administración crónica de TNF
conseguía aumentar el daño glomerular en un modelo murino de nefritis lúpica
[Brennan y col., 1989] y era capaz de causar un daño glomerular, a nivel de las células
endoteliales del glomérulo, cuando se administraba a conejos [Bertani y col., 1989].
Corroborando estos resultados, el tratamiento con anticuerpos anti-TNF en este
último modelo disminuía la proteinuria y las lesiones histológicas [Hruby y col., 1991].
Del mismo modo, al tratar con anticuerpos anti-TNF& o anti-IL-113 a ratas a las que
previamente se les había inducido una nefritis nefrotóxica, se conseguía la disminución
de la proteinuria, así como la reducción del infiltrado glomerular de neutrófilos
jjKarkar y col., 1992]. Sin embargo, como desmostrarían Tomosugi y col. [1989],al no
detectar ningún cambio a nivel renal tras la administración a ratas normales de TNE
o IL-1, e] desarrollo de ]a enfermedad necesita la participación de otros mediadores.
Tras la demostración de que células no inmunes, como las células mesangiales
contráctiles de la rata, eran capaces de producir TNF [Baud y col.,1989] y dada la
importancia, previamente demostrada, <leí papel que dicha citoquina juega en el
desarrollo de las lesiones renales, Tipping y col. [1991aj estudiaron la producción local
de TNF en el modelo de glomerulonefritis experimental inducido en conejos tras la
administración de Acs anti-MBG. La producción de TNF en los glomérulos nefríticos
estaba estrechamente asociado a la proteinuria y especialmente al influjo de
macrófagos en el glomérulo. El aislamiento de tales células infiltrantes demostró
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definitivamente que los macrófagos eran los productores de TNF. El estudio de la
producción glomerular de IL-1 rendiría idénticos resultados, siendo los macrófagos
que infiltran el glomérulo la fuente de IL-]. [Tipping, y col., 1991b]. Aunque en este
modelo las células productoras de TNF fueron identificadas como macrófagos, no
puede descartarse que otros tipos de células no inmunes en el riñón sean capaces de
sintetizar TNF de novo en condiciones pato~tógicas. Tras la demostración de las células
mesangiales como productoras de TNF, se identificarían las células epiteliales del
túbulo, en casos de rechazo renal, como células capaces de sintetizar esta citoquina
[Yard y col., 1992].
Por último, un estudio reciente realizado en el modelo murino de nefritis
nefrotóxica evidencia nuevamente la implicación del TNEa en el desarrollo de la
enfermedad al conseguir, tras la administración de Acs anti—TNF o del receptor
soluble de TNF, una reducción significativa de las manifestaciones de la enfermedad
(Mulligan y col., 1993a].
Hay que destacar que si bien todos los datos publicados hasta el momento
coinciden en el importante papel ejercido por el TNF en las nefritis autoiinnunes,
especialmente en el inicio y desarrollo de la enfermedad, no ocurre lo mismo con la
posible implicación de la IL-1, ya que existen resultados contradictorios al respecto en
este tipo de lesiones. Así, mientras Toinosugi y col. [1989] y Karkar y col. [1992]
sostienen una participación de la IL-1 en la autoinmunidad, Mulligan y col. [1993a]
obtiene resultados negativos al someter a las ratas con nefritis nefrotóxica al
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tratamiento con Acs anti-IL-1 o con antagonistas del receptor de IL-1. Curiosamente,
en el modelo de nefritis autoinmune inducida por Cl2Hg los estudios sobre la
implicación de citoquinas se han centrado exclusivamente en la participación de éstas
a nivel sistémico, no existiendo hasta el momento estudios sobre el papel, o la
producción local, de estas moléculas en el órgano blanco de la lesión.
Después de la descripción de dos subgrupos funcionales de células T
cooperadoras (TH1 y TH2) [Mosmann y Coliman, 1989; Janeway y col., 1988], y una
vez establecida la importancia del balance entre células TH1/TH2 en la determinación
de las enfermedades autoinmunes [Goldman y col., 1991; Saoudi y col., 1993b], las
investigaciones se dirigieron al estudio dc las citoquinas propias de cada uno de los
subtipos de linfocitos cooperadores y su efecto en las distintas manifestaciones de la
enfermedad.
Uno de los trabajos más preliminares al respecto se centraba en la producción
de IL-2 [Baran y col., 1988]. Los autores observaron que las células esplénicas
procedentes de ratas tratadas con CI2Hg mostraban una deficiencia en la producción
de TL-2 cuando eran estimuladas con mitógenos. Sin embargo, cuando células
esplénicas de ratas BN normales eran incubadas in viti-o con Cl2Hg respondían al
mitógeno secretando cantidades significativamente altas de IL-2. Como se ha
comentado anteriormente, estos datos tan paradójicos entre los resultados obtenidos
iii vivo e iii viti-o se han repetido en un gran número de enfermedades autoinmunes,
tanto en humanos como en modelos experimentales. Ya se han mencionado
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previamente algunas de las hipótesis barajadas para dar explicación a tan curioso
fenómeno. Sin embargo, hay que tener especial cuidado a la hora de extrapolar las
observaciones realizadas in viti-o. En definitiva, se apoya la idea de una clara
implicación de IL-2 en el modelo de C121-Lg y se interpreta que el Cl2Hg induce en la
cepa BN sensible la producción de IL-2. Una estimulación adicional iii vitro con
mitógenos no es capaz, sencillamente, de ‘sacar más IL-2 a los linfocitos.
Corroborando esta hipótesis, se ha demostrado que el aparente defecto de la secreción
in vitro de células linfoides procedentes de LES es reversible simplemente dejando los
linfocitos T en reposo [Rosenberg y col., 1984; Huang y col., 1986].
Por último, experimentos iii vivo han demostrado que el tratamiento de estas
ratas con ciclosporina A (CsA), un agente capaz de suprimir la producción endógena
de IL-2, puede prevenir y atenuar el desarrollo de la enfermedad [Baran y col., 1986].
Puesto que en este modelo se produce la activación policlonal de células 13
dependiente de células T autorreactivas, el aumento de IL-2 ¡ti vivo come
consecuencia directa de las inyecciones de Cl2Hg podría estar implicado directamente
en tal activación, como se ha demostrado que ocurre para células B murinas y
humanas [revisado en Jelineky Lipsky, 1987]. La reciente publicación del tratamiento
con Acs contra el receptor de JL-2 a ratas inyectadas con mercurio demostró que:
dicha terapia conseguía retardar la fase reguladora de la enfermedad sin que se viera.
afectada la fase de inducción [Dubeyy col., 1993]. Estos datos apoyarían la teoría de
un papel regulador de las células TH1 en la autoinmunidad inducida por Hg, como
ya se ha comentado previamente.
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Puesto que la síntesis de IgE se ve drásticamente aumentada en este modelo,
así como la de IgG, se pensó especialmente en la posibilidad de una implicación de
la citoquina IL-4 [Paul y Ohara, 1987]. Cuando Odiel y col. [1991), al reproducir el
modelo de mercurio en ratones BALB/c nu/nu, comprobaron que el tratamiento con
Acs anti-IL-4 evitaba completamente la producción de IgE e IgGl, concluyeron que
el Cl2Hg activaría preferentemente células TH2, produciendo éstas a su vez IL-4 capaz
de inducir la secreción de autoanticuerpos por células B. Además, experimentos in
viti-o demostraron que el tratamiento con Cl2Hg a células T murinas normales inducia
la producción de IL-4 [Pietsh y col., 198911.
Los estudios más recientes han buscado la implicación del IFN-gamma en esta
patología. Los experimentos realizados por van der Meide y col. [1993]demostraron
que la administración de C2Hg reducía, en gran medida, la capacidad de las células
esplénicas de ratas BN para producir TEN-gamma tras la estimulación con mitógeno,
una hora después de la administración de la primera inyección. El efecto se veía
potenciado tras la segunda inyección, 48 horas después. Como ya se ha documentado
previamente, el Ilg, como ión bivalente, tiene una gran afinidad por grupos tiol,
siendo capaz de unirse ávidamente al glutatión (GSH), por lo que la administración
in vivo de CI2Hg podría implicar tal unión entre el Hg
2~ y el OSH, bajando, así, la
concentración intracelular de GSH y afectando, por tanto, la producción de IFNI-
gamma.
En definitiva, las linfoquinas juegan un papel esencial en el desarrollo de las
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enfermedades autoinmunes, en especial de lanefritis autoinmune inducida por Cl2Hg,
participando en la fase de inducción de la enfermedad como activadores linfocitarios
que promueven y exacerban la respuesta inmune. Contribuyen, así, en las diversas
manifestaciones patológicas de la enfermedad, como es el caso del desarrollo de una
inflamación en el tejido diana de la autoinmunidad. Es esta una de las funciones de
las linfoquinas que no hemos tratado hasta el momento y que merece una especial
atención por su implicación en el tráfico leucocitario a lugares de inflamación. Hoy
en día resulta ya evidente la interdependencia, así como los efectos solapados, de dos
sistemas esenciales tanto en la inflamación como en la inmunidad. Nos estamos
refiriendo, además de la red de citoquinas ya comentado, al sistema formado por las
moléculas de adhesión, cuya importancia en todo proceso inmune toma cada día más
relevancia.
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1.3. LAS MOLECULAS DE ADHESION EN LA AUTOINMUNIDAD
La migración leucocítaria es el resultado de la interacción entre receptores de
membrana de los leucocitos y de moléculas de adhesión expresadas en células
endoteliales, como son la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), la E-selectina
o la molécula de adhesión de células vasculares 1 (VCAIvI-1) [revisado en Yednock
y Rosen, 1989]. El aumento de expresión de moléculas de adhesión ha sido
identificado en los órganos afectados por la autoinmunidad, y del mismo modo se han
identificado algunas citoquinas (especialmente TNF, IL-1 e IFN-gamma) como agentes
capaces de inducir la activación de las moléculas de adhesión en las células
endoteliales, cuyo aumento en la expresión contribuye a un efectivo reclutamiento de
linfocitos en los lugares de la lesión [Pober y Cotran, 1991].
Tabla 1.2. Principales familias de moléculas de adhesión y ejemplos de sus miembros.
Familia Miembros Ligando
Selectinas E-selectina Tetrasacaridos
P-selectina Sialil-
L-selectina Fucosilados
Superfamilia de R?AM~ 1 LFA-1, Mac-1
Inmunoglobulinas ICAM-2 LEA-1
ICAM••3 LFA-1
VCAM-1 VLA-4
MadCAM-1 137a4, L-selectina
PECAM-1 PECAM-1
Integrinas Familia 131 VLA-4 (Bla4) VCAM-1, fibronectina
Familia 132 LFA-l (132aL) ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
Mac-1 (132aM) ICAM-1, Fibrinógeno, C3bi
pl5O,9S (i32aX) C3bi, fibrinógeno
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En este punto adquieren una especial importancia las moléculas de adhesión
expresadas tanto en células inmunes, como en endotelio y otros tipos celulares. Sus
funciones no se limitarán exclusivamente a la migración de células inmunes, sino que
además podrán intervenir en la citotoxicidad y en la presentación antigénica [Springer,
1990].
Las moléculas de adhesión pueden dividirse en varias familias (Tabla 1.2). Las
selectinas son lectinas que se unen a tetrasacáridos sialil-fucosilados, como el grupo
silalil Lewis X. Su principal función la realizanen fases iniciales de la adhesión celular,
“capturando” los leucocitos desde la circulación hacia el endotelio vascular. Esta
adhesión es transitoria a menos que se acliven vías adicionales de adhesión.
La Superfamilia de las Inmunoglobulinas está formada esencialmente por
algunos de los ligandos de las Integrinas 131 y 132. La interacción receptor/ligando entre
ambas familias de moléculas de adhesión tiene como fin establecer una unión más
firme de los leucocitos tras la adhesión inicial mediada por selectinas y contribuye a
la migración de los propios leucocitos a los tejidos [Springer, 1994]. Un esquema
representativo de la implicación de las diferentes familias de moléculas de adhesión
en la extravasación de los leucocitos se ilustra en la Figura 1.1.
La activación y función citolítica de los linfocitos también depende de un
eficiente contacto entre el receptor y e] ligando, en cuyo caso las integrinas vuelven
a jugar un papel preferente. En la mayoría de la vasculatura, a excepción de las
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vénulas de endotelio alto (11EV) de los órganos linfoides, no se produce un tráfico
constitutivo de leucocitos a los tejidos, aunque a pesar de ello, la interacción entre
leucocitos y HEV está también mediada por mecanismos de adhesión regulados por
citoquinas como el TNEa, la IL-1, el IFN-gamma o el GM-CSF [Chin y col., 1990].
Esto refleja una falta de expresión (o activación) de las moléculas de adhesión, bien
en el endotelio vascular o en los leucocitos. Por tanto, cuando en condiciones
patológicas se produce la migración a través de la vasculatura de los leucocitos de la
sangre periférica a diferentes tejidos debe ponerse en marcha, en principio, un
mecanismo que desencadene la expresión o activación de las moléculas de adhesión.
Desde el descubrimiento de las moléculas de adhesión se hizo patente la necesidad
de las citoquinas como moléculas inductoras, que constituirían el estímulo inicial para
poner en marcha una cascada de sucesos, que culminará con la infiltración de
leucocitos en el tejido lesionado (Figura 1.1). El ejemplo más claro nos lo
proporcionan las moléculas de adhesión del endotelio vascular. Moléculas como la Ib
1, ci ‘¡‘NF y la endotoxina son capaces de incrementar la adhesión de leucocitos a
través de la biosíntesis y expresión de ICAM-1 [Dustin y Springer, 1988; Pober y col.,
1986] y la molécula de adhesión endotelial de los leucocitos (ELAM-1) [Bevilacqua
y col., 1987], o E-selectina [Bevilacqua y col., 1991]. Posteriormente se identificaría
una nueva molécula de adhesión endotelial capaz de ser regulada por citoquiinas [Rice
y Bevilacqua, 1989], denominada molécula de adhesión de células endoteliales
(VCAM-1).
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Figura 1.1. Proceso de extravasación leucocitaria a los lugares de inflamación. En este proceso se suceden
una serie de etapas en las que irán participando las distintas pareSas de receptores de adhesión. Esta
cascada de adhesión’ se desarrolla en varios pasos. Tras el contacto aleatorio del leucocito con la célula
endotelial (CE), y tras la activación del endotelio por mediadores solubles de la inflamación, se produce el
rodamiento del leucocito sobre la pared del endotelio, gracias a una sucesión de uniones y desuniones
entre receptores que está mediadas por selectinas :‘ adresinas, cuya cinética de adhesión es muy rápida. En
un segundo paso, la acción de agentes quimiotácticos y citoquinas induce la activación de los leucocitos
adheridos a la CE. Se activarán moléculas de adhesión como el Mac-1, cl LFA-1 o el VLA-4 (pertenecientes
a la familia de las integrinas). Estos receptores dc aembrana permiten una adhesión más estable. Mientras
que la activación del Mac-1 promueve la adhesió¡, de células PMN a la CE, en el caso de la extravasacién
de monocitos y linfocitos, es la integrina VLA-4 (unida a su ligando endotelial VGA.M-1) quien juega un
papel fundamental. Porúlthno, el leucocito migrará a travésdel endoteio hasta el tejido inflamado, en cuyo
proceso la interacción con la matriz extracelular e.~ esencial, y donde nuevamente intervienen las integrinas
[Laffón, 1992J.
ACTIVACION
EN DOY EL IAL
O
O
CE
INTERAcCION coN
MATRIZ EXTRACEL~JLAR
CCI. ACENO
OUIMIOTAXIS
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-38-
Introducción
Un hecho destacable es el carácter selectivo que ha sido demostrado entre las
citoquinas para la activación de diferentes rutas de adhesión, pudiendo ser la
producción de dichas moléculas la que determine la via de adhesión que se active en
determinadas patologías. Así, se ha demostrado que el VCAM-l y no el ICAM-1
puede ser inducido en las células endoteliales por la IL-4 y elTNF-a [Thomhill y col.,
1991; Galéa y col., 1992], mientras que el IFN-gamma es capaz de inducir el ICAM-1
pero no el VCAM-1 [Wicks y col., 1992]. Además, las citoquinas muestran diferentes
resultados en la activación de moléculas de adhesión dependiendo del tipo de
vasculatura sobre el que actúan. De esta forma, las mismas citoquinas son capaces de
inducir un patrón diferente de moléculas de adhesión cuando actúan sobre la
microvasculatura o la macrovasculatura jjGerritsen, y col., 1993].
Las integrinas, que se expresan constitutivamente en los leucocitos en un estado
inactivo, son las moléculas de adhesión más versátiles pudiendo ser rápidamente
reguladas por las células que las expresan ~Springer, 1990; Larson y Springer, 1990].
Los mejores candidatos para la activación de citoquinas en la vasculatura son
probablemente los agentes quimiotácticos, como la IL-8, cuyo AcM es capaz de inhibir
la migración de neutrófilos a los lugares de inflamación [Sekido y co]., 1993]. Otros
ejemplos son el MIP-113, que aumenta la adhesividad de las células CD8~ al VCAM-1
[Tanaka y col., 1993] y la citoquina RANTES, que actúa selectivamente sobre los
linfocitos T de memoria (Shall y col., 1990].
Dadas las características de las moléculas de adhesión, son numerosos los
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procesos clínicos asociados a dichas moléculas, siendo bastante frecuente la
observación de una sobre-expresión de algunos de estos receptores (Tabla 1.3). Así,
las alteraciones en el tráfico de linfocitos, estimulado en muchas ocasiones por
citoquinas, ocurre en situaciones anómalas del organismo (inflamación). Los linfocitos
que se acumulan en tejidos durante las enfermedades autoinmunes son, en su gran
mayoría, células de memoria ¿jMackay, 1992]. El fenotipo de estas células es muy
similar al de los linfocitos que circulan durante condiciones basales, lo que suguiere
mecanismos moleculares iguales durante la inflamación. Así, en dichas situaciones es
posible inhibir significativamente la acumulación de linfocitos con AcMs contra el
LFA-1 o el VLA-4 [Scheynius y col., 1993; Chisholm y col., 1993], y casi por completo
con una combinación de ambos anticuerpos [Issekutz, 1993].
Desde el conocimiento del importante pape] desempeñado por las moléculas
de adhesión, especialmente por las parejas receptor/ligando LFA-1/I~AM-1 y VLA-
4/V~AM-1, en los mecanismos que subyacen a la infiltración de leucocitos a los
lugares de inflamación, se ha buscado incansablemente la relación entre dicha
infiltración y un aumento de expresión de tales moléculas. Inicialmente el estudio en
la nefritis lúpica murina de la función de las células mesangiales de los glomérulos
afectados, evidenció que junto con el incremento de los niveles de algunas citoquina.s
(IFN.gamma, TNF, IL-1) aparecía un aumento de la expresión del ICAM-1 [Brennan
y col., 1990; Wuthrich y col., 1990]. En enfermedades autoinmunes en humanos
también ha sido descrito el aumento de expresión o la activación de moléculas de
adhesión. Un ejemplo lo proporcionó e] estudio por inmunofluorescencia de biopsias
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procedentes de una enteropatía autoinmune que reveló lapositividad de células LFA-1
e ICAM-1 en la lámina propia [Hill y col., 1992], o en la enfermedad de Graves,
donde las células T intratiroidales mostraban un claro aumento de la expresión de
moléculas como el LFA-1, el CD2, el VLA-4 y el VLA-5, así como el ICAM-1 en
células endoteliales vasculares de capilares y tirocitos [Nagataki y Eguchi, 1992]. En
la AR los linfocitos T que infiltran la membrana sinovial muestran un fenotipo
activado, manifestado por un aumento de afinidad de los receptores de adhesión por
sus ligandos celulares o de la matrix extracelular (MEC) (VCAM-1, ICAM-1) [Postigo
y col, 1993aj.
Comprobada la clara implicación de las integrinas en el desarrollo de la
autoinmunidad parecía obvio que el interferir en la función de estas moléculas de
membrana serviría como tratamiento o píevención. En la tabla 1.4 se resume el uso
terapéutico de anticuerpos dirigidos contra algunas de las moléculas de adhesión más
significativas. Los experimentos desarrollados en múltiples modelos animales de
autoinmunidad manifestaron que la administración de anticuerpos dirigidos contra
diferentes moléculas de adhesión a los animales afectados podía causar algún efecto
sobre la enfermedad. Enfermedades come la EM otiroiditis autoinmune experimental
han dado resultados satisfactorios al sei tratadas con AcMs contra el LEA-1 o el
ICAM-1 [Tsukada y col., 1993; Metcalfe y col., 1993]. Del mismo modo, el bloqueo
de laruta VLA-4/VCAiM-1 conseguiría idénticos resultados. En la AR Dinther-Janssen
y col. [1991] concedían más importancia a la vía VLA-4/V~AM-1 en la mediación de
la adhesión de linfocitos al endotelio inflamado que a la ruta LFA-1/ICAM-1 en el
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sinovio reumatoide.
Como ya se ha comentado anteriormente, el patrón de citoquinas producido
por las células inmunes puede detenninar las moléculas de adhesión que seran
expresadas o activadas. En las distintas patologías, como ha quedado demostrado por
la eficacia o no de diferentes tratamientos, será una u otra vía de adhesión la que
adquiera mayor importancia. Es el caso de la AR, donde la interacción de VLA-4 con
VCAM-1 es necesaria para que penetren las celulas T en el tejido [Laifón y col., 1991;
Postigo y col., 1992; van Dinther-Janssen y col., 1991], o de la EAE, en cuyo caso ha
quedado claramente evidenciada la preferencia, frente a LFA-l/ICAM-1 [Willenborg
y co]., 1993), de la ruta VLA-4/VCAM-1, demostrándose, además, in vivo que el
tratamiento con anticuerpos anti-a4131 [Yednock y col., 1992] o anti-VCAM-1 [Baron
y co]., 1993] inhiben la acumulación de leucocitos en e] sistema nervioso central. En
la alergia también se ha sugerido un papel de VLA-4 al ser suprimida la acumulación
de neutrófilos por anticuerpos anti-VLA-4 [Weg y col., 1993].
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Tabla 1.3. Procesos clínicos asociados con moléculas de adhesión
INTEGRINAS
-Deficiencia genética en LAD.
-Expresión aumentada en síndrome de
Down.
-Requerido por HIV para infectar cé-
luías T CD4~.
-Correlación de aumento de expresión
y crecimiento de mieloma múltiple.
-Sobre-expresión en neutrófilos de
pacientes con neutropenia inducida
por hemodiálisis.
-Aumento de la expresión en células T
sinoviales de artropatías cronicas.
-Receptor para Echovirus 1
-Aumento de la expresión en cáncer de
pulmon.
-Expresión por melanomas metastásicos.
-Aumento de la expresión en células T
sinoviales de AR.
-Sobre-expresión por células infiltran-
tes en el rechazo de trasplante.
-Receptor de proteínas bacterianas im-
plicadas en la penetración celular.
Anderson y Springer, 1987
Taylor y col., 1988
Pantaleo y col., 1991
Ahsman y col., 1991
Alvarez y col., 1991
Hemíer y col., 1986
Bergelson y col., 1992
Chen y col., 1991
Rice y Bevilacqua, 1989
Laifón y col., 1991
Mampaso y col., 1993
Nhieu e Isberg, 1991
(continua en la página siguiente)
LFA-1
Mac-] y
pg 150
VLA-i
VLA-2
VLA-4
VLA-5
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Tabla 1.3. Procesos clínicos asociados con moléculas de adhesión (cont.)
SUPERFAMILIA DE Ig
ICAM-l -Expresado en placas arteroescleróticas.
-Receptor de rhinovirus.
-Receptor de Plasmodium Jalczparum.
-Expresión de novo en células tubulares
durante el rechazo de trasplante.
-Forma soluble en suero en pacientes con
metástasis hepática.
-Positivo en vasos sanguíneos en infla-
clones cutáneas alérgicas.
VCAM~I -Lugares de inflamación aguda y crónica.
-Expresión de novo en el endotelio en la
nefritis tubulointersticial.
-Aumento de expresión por células tubu-
lares endoteliales y epiteliales en re-
chazo de trasplante.
-Expresado en placas arteroescleróticas.
Poston y col., 1992
Greve y col., 1989
Stauton y col., 1989
Brendt y col., 1989
Mampaso y col., 1993
Tsujisaki y col., 1991
Kyan-Aung y col., 1991
Rice y col., 1991
Mampaso y col., 1992
Mampaso y col., 1993
Qibu]sky y Gimbrone, 1991
SELECTINAS
E-Selectina -Presente en endotelio en lugares de
inflamación aguda y crónica.
-Media la adhesión de células de carci-
noma de colon a endotelio.
Koch y col., 1991
Dejana y col., 1992
L-Selectina -Se ha sugerido un papel en la patogé-
nesis de la encefalomielitis autoinmu-
nc experimental.
Huang y col., 1991
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En modelos animales de glomerulonefritis autoinmunes, aunque no son muchos
los trabajos publicados al respecto, Mulligan y col. [1993a] realizaron un amplio
estudio de la necesidad de moléculas de adhesión en la nefritis nefrotóxica
sometiendo, para ello, a distintos tratamientos con anticuerpos bloqueantes de
diferentes moléculas de adhesión a los animales. Sus resultados demuestran que ni el
LFA-1 ni la E-selectina tienen implicación en la nefritis nefrotóxica. Sin embargo,
tanto el VLA-4 como el ICAM-1 y el Mac-1 intervienen en el desarrollo de la
proteinuria de los animales enfermos, come demuestra la reducción que experimentan
en la excreción de proteínas las ratas sometidas al tratamiento con los mencionados
Acs. En este modelo Mulligan y col. parecen descartar un papel para el LFA-1. Por
el contrario, Kawasaki y col. [1993], en un modelo de glomerulonefritis similar,
demuestran que repetidas inyecciones de anti-ICAM-1 o de anti-LFA-1 es capaz de
inhibir el desarrollo de la proteinuria y el influjo de células de una forma dosis
dependiente.
Los datos existentes hasta el momento, como puede apreciarse, son excasos y
contradictorios dejando poco claro la posible implicación de las moléculas de adhesión
en los modelos de glomerulonefritis autoinmunes, si bien en otros modelos
experimentales de autoinmunidad ha quedado claramente evidenciado el importante
papel que ejercen determinadas moléculas de adhesión en el desarrollo de las mismas.
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1.3.1. Las molceulas de adhesión en el riñón
A nivel renal son muchos los estudios, tanto en animales como en humanos,
que han demostrado la implicación de moléculas de adhesión en situaciones
fisiológicas y patológicas. En humanos el riñón expresa normalmente una variedad de
integrinas ¡31, localizándose preferentemente en glomérulos e intersticio renal [De
Strooper y col., 1989]. E] VLA-4 puede expresarse de forma focal en el epitelio
tubular, así como en los macrófagos tisulares y en las células dendriticas o en la matriz
del intersticio renal [Molina y col., 19921. Moléculas como el ICAM-1 y el ICAM-2
se expresan constitutivamente en el endotelio vascular renal, incluyendo capilares
glomerulares e intertubulares [Rothlein y col., 1986]. Sin embargo, el VcAM-1, al ser
una molécula inducible, no se expresa en condiciones fisiológicas en el riñón [Elice,
y col., 1990].
En enfermedades renales, como algunas glomerulonefritis, puede observarse
un ligero aumento del VLA-5 en el mesangio [Kerjaschkiy col., 1989], así como una
expresión del ICAM-1, que podía llegar al 50% en el caso de infiltrado intersticial,
correlacionada con la expresión anómala de antígenos de clase II en el epitelio tubular
renal [Muller y col., 1991]. En nefritis tubulointersticiales el 95% y 50% del
componente celular intersticial expresan LFA-1 y VLA-4, respectivamente, sin que
existan diferencias en la expresión del ICAM-1 en el endotelio vascular con respecto
a riñones normales, ni expresión anómala de esta molécula en el epitelio tubular. Sin
embargo puede apreciarse una expresión anómala del VCAM-1 en el endotelio
vascular y el epitelio tubular LMampaso y col., 1993].
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La enfermedad inducida en las ratas Brown Norway por la administración de
CI2Hg constituye un modelo idóneo para el estudio de los mecanismos responsables
del desarrollo de enfermedades autoinmunes, al ejercer su efecto sobre algunas
subpoblaciones de células circulantes, que serán las inductoras de una activación en
cadena de las células periféricas que en último extremo provocarán la activación
policlonal de células B y la consiguiente síntesis de autoanticuerpos.
La aparición, entre otros autoariticuerpos, de Acs contra determinantes
antigénicos de la membrana basal glomerular, hace de nuevo a este modelo ideal para
el estudio de la glomerulonifritis que se desarrolla en estas ratas como consecuencia
del depósito de estos Acs en la membrana basal del glomérulo.
El objetivo inicial de esta tesis es abordar estos dos aspectos de la enfermedad
inducida por Cl2Hg. En base a las características de ésta, tanto a nivel de activación
de células circulantes y producción de Acs, como a nivel exclusivamente renal, y
teniendo en cuenta los estudios previos realizados sobre diferentes enfermedades
autoinmunes, así como distintos tipos de nefritis, los objetivos perseguidos fueron los
siguientes:
1. Determinar un tratamiento preventivo de la enfermedad utilizando un AcM
dirigido contra la integrina a4 con el fin de bloquear tanto su unión a VcAM-1 como
a fibronectina, evitando de esta forma el acúmulo de células hematopoyéticas en el
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rínon.
2. Teniendo evidencias iii vitro de la posible existencia de un tercer ligando para
a4, cuya unión con su receptor favorece la interacción entre linfocitos, y habiéndose
determinado en nuestro modelo la activación de las células B de una forma
dependiente de las células T, buscamos evidencias iii vivo de esta tercera función de
a4, asi como su posible implicación en la activación celular.
3. Consideramos un nuevo objetivo determinar el papel del TNFa en esta
enfermedad, así como valorar la administración de Acs contra el ‘TNFa como un
posible tratamiento preventivo de la nefritis autoinmune inducida por el Cl2Hg. La
elección de una citoquina se realizó en base a la conocida importancia de estos
mediadores solubles en el desarrollo de muchas de las nefritis descritas. Además, se
tuvo en cuenta el importante papel del TNFa como factor quimiotáctico, sin olvidar
su capacidad como inductor de moléculas de membrana, como el VCAM-1, conocido
ligando en las células endoteliales de la integrina a4.
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3.1. ANIMALES
Se utilizaron para todos los experimentos ratas de la cepa singénica Brown
Norway (BN) de 8 a 10 semanas de edad y con un peso aproximado de 170 a 180 gr.
Los animales se obtuvieron de IFA-CREDO (París, Francia) y se mantuvieron durante
todo el estudio en condiciones estándar con Ubre acceso a agua y comida.
3.2. ANTICUERPOS
3.2.1. Antisueros policlonales
Los antisueros policlonales contra la IgO de rata, así como contra la Ig tota].
(A, M y G) de rata han sido utilizadas tanto en forma no conjugada, como conjugadas
con fluoresceína (FUFE» y peroxidasa. El antisuero contra la IgO de rata procede de
oveja, al igual que sus formas conjugadas. El policlonal contra la Ig de rata, en todas
sus formas, es un antisuero de conejo. Todos ellos han sido adquiridos de Serotec
(Oxford, Inglaterra).
El antisuero de conejo contra la citoquina TNFa de humanos utilizado
[Beezhold y col., 1989] reconoce el TNFa de rata [Chin y col., 1990]. Se trata de un
policlonal con carácter neutralizante capaz de bloquear la unión del TNFa a su
receptor celular. Este policlonal ha sido adquirido de Genzyníe Co. (Cambridge, MA,
USA).
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3.2.2. Anticuerpos monoclonales
Todos los anticuerpos monoclonales utilizados se recogen en la tabla 3.1,
detallándose en ésta su especificidad. Todos ellos se tratan de monoclonales de
inmunoglobulinas de ratón de] isotipo IgGl. De los anticuerpos recogidos en la tabla
0X6, 0X8, 0X19, 0X33 y W3/25 se han empleado también en su forma conjugada
con fluoresceína.
El anticuerpo monoclonal de ratón contra inmunoglobulinas de poíío
conjugado con fluoresceína tiene un isotípo lgGl y ha sido utilizado como control
negativo para los ensayos realizados con el citómetro de flujo. Todos los anticuerpos
han sido obtenidos de Serotec a excepción del monoclonal HP2/1 que ha sido cedido
por el Dr. F. Sánchez-Madrid [Sánchez-Madrid y col., 1986].
3.3. MODELO EXPERIMENTAL
3.3.1. Inducción de la enfermedad
La enfermedad autoinmune se indujo por medio de la administración de
mercurio (metal pesado con conocida capacidad nefrotóxicay activador policlonal de
células B) según el protocolo descrito por Sapin y col. [1977]. Los animales recibieron
el mercurio en forma de una solución de cloruro de mercurio (Cl2Hg) (Sigma
chemical Co., St. Louis, MI, USA) en agua destilada, repartido en dosis de 1 gr de
CI2Hg por Kg de peso corporal del animal en inyecciones subcutáneas (s.c.) en la
región dorsal superior, administrándose a razón de tres dosis semanales. El número
total de éstas no excedió en ningún caso las cinco inyecciones.
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Tabla 3.1.- Anticuerpos monoclonales.
AcMs Isotipo Especificidad Referencia
CD49d;integrina VLA-4
Todos los linfocitos
Linfocitos T
CD8;linfocitos T cito-
tóxicos y supresores
CD4;linfocitos T coope-
radores
Antígenos MHC
de Clase IJ(RT1.B)
Linfocitos B (CD45)
Monocitos y ¡nacrófagos
Sánchez-Madrid y col., 1986
Yednock y col., 1992
Sunderland, 1979
Barclay, 1981
Barclay, 1981
Dalíman y col., 1982
Barclay, 1981
Brideau y col., 1980
Dalíman y col., 1982
Williams y col., 1977
Barclay, 1981
Bridean y col., 1980
McMaster y Williams,
Barclay, 1981
1979
Wollett, 1985
Dijkstra y col., 1985
Tabla 3.1. Características de los anticuerpos monoclonales. En la tabla se recogen, a modo de resumen,
algunas de las principales características de los anticuerpos monoclonales utilizados en esta tesis. La frente
de procedencia de éstos se especifica en el teno (apartado 3.2.2).
UP2/1
Oxí
0X19
0X8
W3/25
0X6
0X33
EDí
IgOl
IgGl
IgGl
IgGl
IgG 1
IgOl
IgOl
IgOl
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Un grupo de animales (n=71) no recibió ningún tratamiento adicional,
desarrollando libremente la enfermedad. Su seguimiento serviría para determinar los
parámetros de la lesión a lo largo del curso de ésta.
El control negativo normal de la enfermedad lo constituiría un grupo de ratas
(n=32) a las que se inyectó agua destilada a un pH 3.8 (pH idéntico al que tenía la
solución de mercurio utilizada) administrada de la misma forma que el cloruro de
mercurio.
3.3.2. Tratamientos iii vivo
Algunos grupos de animales a los que se les indujo la enfermedad autoinmune
con mercurio, recibieron un tratamiento adicional con diferentes AcMs:
3.3.2.1. Con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la integrina «4
Un grupo de animales (n=60) recibió un tratamiento adicional con un AcM
dirigido contra la cadena a de la molécula de adhesión VLA-4 de humanos, (clon
HP2/1) [Sánchez-Madrid y col., 1986]. Dicho AcM es capaz de bloquear los sitios de
unión de VLA-4 con sus dos ligandos conocidos, fibronectina (FN) y VCAM-1 [Pulido
y col., 1991bj, inhibiendo, por tanto, todas las funciones dependientes de dicha unión.
A pesar de tratarse de un anticuerpo dirigido contra humanos, también reacciona con
la cadena a del receptor VLA-4 de rata ¡jYednock y col., 1992].
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3.3.2.1.a. Detenninación del tratamiento. Con el fin de precisar, tanto la dosis
de l-1P2/l a inyectar a los animales, como los días en los que éste debía ser
administrado, se realizó un estudio previo en el que se valoró el efecto causado sobre
la enfermedad utilizando distintas dosis y tiempos a lo largo del curso de ésta.
Basándonos en estudios anteriores realizados con este mismo AcM para el tratamiento
de otras enfermedades autoinmunes [Yednocky col., 1992], se determinó un rango a
partir del cual realizar un ensayo sobre la dosis a inyectar. Por otra parte, los días se
eligieron teniendo en cuenta la cinética que seguía la enfermedad:
- Administración de HP2/l en una única dosis intraperitoneal (i.p.) de 1,5
mg el día O de la enfermedad.
- Administración de HP2/1 en dos dosis
O y 4 de la enfermedad.
Administración de HP2/1 en tres dosis
0, 8 y 13 de la enfermedad.
Para valorar las distintas dosis de HP2/1 se estudió en principio el efecto que
éstas podían causar sobre la excreción de proteínas en orina. Por elio se administró
el AcM HP2/1 de las distintas formas y cantidades mencionadas arriba, y se recogieron
las orinas de 24 horas a distintos días del experimento.
í.p. de 0,5 mg cada una los días
í.p. de 0,5 mg cada una los días.
33.2.2. Con anticuerpos policlonales dirigidos contra el factor de necrosis
tuinoral
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Del mismo modo que se hizo íara el tratamiento adicional con HP2/1,
tomamos un grupo de n=60 ratas a las que se inyectó las dosis pertinentes de Hg
(apartado 3.3.1) para inducir la enfermedad autoinmune. A este grupo de animales
se le administró, vía intraperitoneal, el Ac contra la citoquina TNFa, siguiendo
idéntico protocolo al utilizado para HP2¡1. ato es, les fue administrado una dosis
total de 75.000 unidades neutralizantes de dicho anticuerpo repartido en tres dosis de
25.000 unidades neutralizantes cada una los días 0, 8 y 13 de enfennedad.
Para determinar la dosis administrada nos basamos en la experiencia de
nuestro propio laboratorio [Martín y col., 1994], según el efecto producido en la.
excreción de proteínas en orina.
3.3.2.3. Con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antígeno leucocitario
común (CD45).
Un grupo de ratas (n=32) recibieron el tratamiento con el AcM dirigido contra
el antigeno leucocitario común (CD45), denominado OXí, el cual se utilizó como
anticuerpo irrelevante, ate grupo de animales se empleó como control de los
restantes tratamientos iii vivo, por cuyo motivo se administró de la forma convenida
para los Ac HP2/1 y anti-TNFa.
3.3.2.4. Transferencia pasiva de antisuero contra la membrana basal
glomerular
Un grupo de ratas a las que se indujo la enfermedad autoinmune con mercurio
-57-
Material y Métodos
fueron sangradas por punción de la vena de la cola el día 13. Tras determinar los
existencia de altos niveles séricos de anticuerpo contra la MBG en cada uno de los
sueros obtenidos (según se explica en el apañado 3.5.2.1), se hizo una mezcla con
éstos y se determinó de la misma forma cl nivel de anticuerpo contra la MBG.
Una cantidad de 800 gí/rata de este antisuero (volumen que se determinó en
base a su contenido de anticuerpos contra la MBG) fue inoculada el día 8 vía
intravenosa (i.v.) a través de la vena de la cola a un grupo de animales (n=6) que
además recibieron el tratamiento con 8P2/1. Otro grupo de animales (n=4), sin
recibir tratamiento previo, también fueron inoculados con el antisuero.
3.4. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
3.4.1. Orina
La recogida de muestras de orina se llevó a cabo en jaulas metabólicas en las
que se mantenía a las ratas por un período de 24 horas con libre acceso a agua y
comida. La toma de muestras se realizó a intervalos regulares empezando desde el día
O y hasta el día 23 de] experimento. Una vez recogidas las orinas se centrifugaron
durante lO mm a 1.000 rpm y se eliminó el precipitado.
3.4.2. Suero
Los animales sometidos a estudio fueron sangrados practicando una punción
en la vena de la cola. Las muestras de sangre se tomaron en días alternativos durante
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todo el experimento. La sangre se recogió en tubos de vidrio recubiertos de silicona
y se procedió a la separación de los sueros [Johnstone y Thorpe, 1987]. Para ello, se
dejó que la sangre se coagulara durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez
retraído el coágulo se recogió el suero y se centrifugó el coágulo a 2.500 g durante 30’
mm a 4~C y se recuperó el resto del suero libre de células. Los sueros ya separados
se centrifugaron a 1.500 g de 15-20 mm a 4~C. Se alicuotaron y congelaron a -20~C
hasta su uso.
3.4.3. Sangre completa
Las muestras se recogieron tanto del grupo de animales que desarrollaron la.
enfermedad (tratado con mercurio únicamente) como de los grupos que recibieron e].
tratamiento adicional con HP2/1, anti-TNFa y ambos controles. Los días determinados
para la obtención de sangre fueron los días 0, 8, t3 y 23, como días críticos de la.
enfermedad.
Las muestras de sangre se obtuvieron como se explica en el apartado 3.4.2,,
excepto que la sangre se recogió en tubos de vidrio con heparina sódica para evitar
su coagulación.
3.4.4. Leucocitos totales
Cuando fue necesario se procedió a la eliminación de los eritrocitos de las
muestras de sangre. Para ello, tras añadir a la muestra una cantidad arbitraria de
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solución salina de Hanks (HBSS) (Flow, lirvine, Scotland, UK) se centrifugó durante
tO mm a 1.400 rpm y se recuperaron las células sedimentadas que fueron incubadas
en una solución Tris-CINH4 160 mM (pH 7.5) durante 15 mm a temperatura ambiente
y en constante agitación. Tras la incubación se realizaron dos lavados de la muestra
con HBSS y los leucocitos libresde eritrocitos fueron resuspendidos a la concentración
celular pertinente.
3.4.5. Riñón
Después de anestesiar a los animales con 5 mg/lOO gr de peso del animal de
pentobarbital sódico, los riñones fueron perfundidos a través de la aorta abdominal
con 100 ml de suero salino fisiológico a 37~C [Griffith y col., 1967], realizándose en
condiciones de esterilidad en cámara de flujo laminar (Gelaire, Flow) cuando e]
experimento así lo requería, seccionando además la vena renal izquierda para permitir
la libre salida del líquido perfundido. Los riñones extraídos fueron procesados para
su estudio histopatológico o para el cultivo de glomérulos.
Las muestras renales se tomaron los días 0, 8, 13 y 23 de la enfermedad.,
además de los días 4 y 11 para la obtención de glomérulos (apañado 3.4.5.3).
Igualmente fueron tomadas muestras de 24, 48 y 72 horas para el estudio del daño
tubular renal.
3.4.5.1 - Inclusión del tejido en parafina
Una parte de la muestra renal fue procesada para su estudio por microscopia
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óptica. El tejido renal se fijó durante 24 horas en formol-salino tamponado al 10%.
Después de deshidratar el tejido en baños crecientes de alcohol etílico y por último
en xilol, la pieza de tejido se incluyó en parafina líquida y se mantuvo en la estufa a
58-60~C, realizando cada 2 horas un cambio de parafina, hasta un total de tres
cambios. Tras moldear el bloque de parafina y enfriarlo, se hicieron los cortes de
tejido en un microtomo, a 2-3 ¡ím, manteniendo las preparaciones toda una noche en
estufa a 60~C para, posteriormente, despaí afinar el tejido en xilol y volver a rehidratar
el corte renal desde alcohol etílico absoluto a agua. Una vez procesado el tejido se
procedió a su estudio histológico (apartado 3.6.1).
3.4.5.2. Congelación del tejido
El resto de la muestra se procesó para el estudio inmunohistoquimico
(apañado 3.6.2), por lo que se congelaron las piezas de tejido en nitrógeno líquido,
incluyéndolas, previamente, en OCT (Miles Laboratories, Naperville, Illinois, USA).
Las muestras se almacenaron en isopentano (2-metil butano) a -70~C hasta su uso.
3.4.5.3. Obtención y cultivo de glomérulos.
Los riñones procedentes de ratas de todos los grupos a diferentes días a lo
largo de la enfermedad fueron descapsulados y eliminada la médula. La corteza renal
fue fragmentada y procesada según la técnica descrita por Burlington y Cronquite
[1973],procediendo al tamizado selectivo de la corteza renal pasando la muestra por
poros decrecientes (250, 150 y 75 gm). Los glomérulos se recogieron del tamiz cori
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poro más pequeño obteniéndose una suspensión con más de un 95% de glomérulos
libres de fragmentos tubulares. Esta suspensión se lavó 2 a 3 veces en HBSS y se
resuspendieron en RPMI 1640 (Whittaker, Bioproducts, Walkerville, MD, USA)
suplementado con 10% de suero de ternera fetal (STF) (Flow), 100 mg/ml de
Amplicilina, 100 mg/mI de Estreptomicina y 100 mM de glutamina a una
concentración final de 5 x103 glomérulos/ml. La suspensión glomerular fue cultivada
en placas de 24 pocillos (5 x io~ glomérulos/pocillo) y mantenidas a 37~C y una
atmósfera de 5% de CO
2 en un incubador New Brunswick Scientific (Hertfordchire,
Inglaterra, UK).
Los sobrenadantes fueron recogidos a las 24 horas de cultivo y valorado su
contenido en TNFa por medio de un ensayo de bioactividad (apañado 3.5.4).
3.4.6. Preparación de la membrana basal glomerular
El aislamiento de la membrana basal glomemíar se realizó básicamente como
describen Bowman y col. [1983]. Partiendo de riñones de ratas BN descapdulados y
previamente eliminada la médula, se desmenuzaron las cortezas renales en tampón
fosfato salino (PBS) frío. A continuación se tamizaron a través de un poro de 0,106
mm de diámetro. El tamizado obtenido (que contenía los glomérulos renales) se
sometió a 3 lavados en PBS frío realizando centrifugaciones de 5 mm a 1.000 rpm.
Después de cada centrifugación se eliminó el sobrenadante procurando no subcionar
los glomérulos que quedan en el fondo del tubo. Tras el último lavado se eliminé’
totalmente el PBS y se resuspendió en cloruro sódico (CíNa) 1M para ser sonicadas.
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las muestras como se explica en el apartado 3.4.7, y posteriormente liofilizadas según
se especifica en el apartado 3.4.8.
Antes de su utilización, la MBG se solubilizó sometiéndola a una digestión con
colagenasa tipo 1 (Sigma) (Sigma Chemical Co., St Louis, MI, USA) al 0,7% (p/p)
durante 1 hora a 37~C de temperatura.
3.4.7. Sonicación de las muestras de proteínas
Las soluciones de MBG obtenida en el apanado 3.4.6, una vez resuspendido
en CíNa IM, se sometió a 6 ciclos de disrupción por sonicación de 1 mm de duración
cada ciclo, manteniendo en todo momento las muestras en hielo.
El homogeneizado obtenido se centrifugó a 3.000 rpm durante 10 mm. El
precipitado se volvió a resuspender en CINa IM y se sometió a una nueva
centrifugación. Por último el precipitado se resuspendió en un volumen adecuado de
H20 destilada.
3.4.8. Liofilizado de las muestras de proteínas
Las liofilizaciones se realizaron en un liofilizador marca Virtis, modelo 10-030
(The Virtis Company, Inc. Gardiner, NY, USA).
Las muestras de MBG obtenidas del apanado 3.4.7 se colocaron en recipientes
de cristal de 150 ml de capacidad (Mora, Madrid, apalia) y fueron congeladas en
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acetona saturada de nieve carbónica. La congelación se llevó a cabo inclinando el
recipiente de cristal, procurando que la muestra ocupara la mayor superficie posible.
3.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.51. Cuantificación de proteínas
3.5.1.1. Determinación de la concentración de proteínas en extractos celulares
El cálculo de la concentración de MBG una vez solubilizada se determinó
según la fórmula propuesta por Kalb y Bemolhr L19771 para extractos celulares:
gg proteína/ml — 183 A230 . 75,8 A2~
donde A230 y A2~ son las absorvancias de la solución a 230 y 260 nm, respectivamente.
Estas se midieron en un espectrofotómetro a tres diluciones diferentes, realizándose
tres mediciones para cada una de las diluciones. La concentración utilizada sería la
media de todas ellas.
3.5.1.2. Determinación de la concentración de proteína por el método
colorimétrico de Bradford
La cantidad de proteina existente en las muestras de orina se cuantificó
empleando el método colorimétrico de Bradford como previamente se describe
[Bradford, 1976]. Todas las muestras de orina se midieron por triplicado, diluyéndolas
en agua destilada cuando procedía. La densidad óptica (DO) se midió en un
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espectrofotómetro Titertek Multiskan Plus (Flow) a 595 nm. Para llevar a cabo la
valoración de las muestras se hizo una recta patrón, que se recoge en la Figura 3.1,
en la que se utilizaron distintas diluciones de albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma)
partiendo de una concentración conocida de proteína. La fórmula de la recta obtenida
se indica también en la figura.
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Figura 3.2. Recta patrón de ¡a determinación de la concentración de proteína por el método de Bradford.
La recta patrón se obtuvo a partir de los valores de absorción a 595 mu de distintas diluciones de BSA con
concentración de proteína comprendida entre O y 120 ~xg,tratadas según el método colorimétrico descrito
por ]3radford [1976].En la figura también se indica la fórmula de la recta obtenida.
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3.5.2. Ensayos inmunoenzimáticos
3.5.2.1. Niveles séricos de anticuerpos contra componentes antigénicos de la
membrana basal glomerular
Los niveles séricos de anticuerpos contra la MBG se determinaron mediante
un ensayo inmunoenzimático (ELISA) basándonos en lo previamente descrito por
Bowman y col. [1983], e introduciendo algunas modificaciones.
Se cubrieron placas de 96 pocillos con fondo en ‘U (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) con 100 gí/pocillo de MBQ solubilizada de rata (obtenida según el
método descrito en el apanado 3.4.6) a una concentración de lO gg/ml en tampón
carbonato sódico 0,IM (pH 9.6), incubandose durante 16 horas a 4~C. La unión
inespecífica se bloqueó incubando la placa durante 1 hora a 37& con PBS que
contenía un 1% de BSA. Los sueros a ensayar se diluyeron a 1/100 en tampón de
dilución, compuesto por PBS que contenía 0,05% de monolaurato de polietilen-
sorbitán Tween 20) (Sigma) y t% de BSA Las placas fueron incubadas con los sueros,,
durante 1 hora, en estufa a 37~C, tras lo cual se cubrió cada pocillo durante 1 hora a
la misma temperatura con un anticuerpo policlonal de conejo conjugado con
peroxidasa específico para la IgG de rata (Serotec) a un factor de dilución de 1/1.000.
Todos los pasos seguidos fueron precedidos por tres lavados sucesivos de las placas
con una solución de BBS que contenía 0,05% de Tween 20.
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La actividad peroxidasa se revelé con una solución de diclórido de orto-
fenildiamina (OPD) (Sigma) en agua destilada a una concentración de 1 mg/ml que
contenía 0,05% de 1-1202. Una vez desarrollado el color se detuvo la reacción
añadiendo a cada pocillo 25 gl de ácido sulfúrico (S04W) 3M.
3.5.2.2. Niveles séricos de anticuerpos contra el ADN monocatenario
La determinación de los niveles circulantes de anticuerpos contra el ADN
presente en los animales en estudio se realizó mediante un ELISA desarrollado en
nuestro laboratorio.
Se utilizaron placas de 96 pocillos con fondo en “U” que se cubrieron
previamente con poli-L-Lisina (Sigma) a una concentración de 10 gg/ml en PBS para
evitar la unión inespecífica del AUN a la placa. ata solución se incubó durante 2.
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se cubriría con 2,5 gg/ml de ADN
monocatenario tipo 1 de timo de ternera (Sigma) en PBS, manteniéndose con dicha
solución durante 16 horas a 4~C. Para bloquear la unión inespecífica de los sueros a
la matriz de ADN las placas fueron incubadas durante 1 hora a 37~C con PBS que
contenía un 0,05% de Tween 20 y 2% de BSA. Los sueros cuya cuantificación debía
realizarse se utilizaron a un factor de dilución de 1/100, añadiéndose lOO jií a cada
uno de los pocillos e incubándose a 37%? por 1 hora. A partir de este punto, la técnica
empleada fue la misma que la seguida en apanado 3.5.2.1.
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3.5.3. Interpretación de los ensayos imnunoenziniáticos
En cada una de las placas ensayadas se incluyó tanto un suero negativo,
obtenido a partir de una mezcla de sueros de un grupo de ratas BN sanas sin
tratamiento previo, y un antisuero positivo, procedente de la mezcla de sueros de ratas
que habían recibido previamente el tratamiento con CI2Hg y sangradas el día 13 de
la enfermedad. El ensayo de cada una de las muestras séricas se realizó por
cuadruplicado y la DO se midió a 492 nm en un espectrofotómetro Titertek Multiskan
Plus (Flow).
Los resultados de ambos ensayos, tanto para la MI3G como para el ADN, se
expresan como el procentaje de unión con respecto al valor obtenido del antisuero
positivo (día 13 de enfermedad), considerando este valor como el 100% de unión
positiva, según la siguiente fórmula:
A~ (suero muestra)
% unión positiva = x 100
A495 (antisuero positivo)
donde A4~ en la absorvancia de la muestra a 495 nm.
3.5.4. Determinación de la concentración de endotoxina bacteriana
Todas las muestras de sobrenadante y suero que fueron ensayadas para
determinar la concentración de TNF (apartado 3.5.5) se sometieron a un ensayo de
detección de endotoxina bacteriana por medio del ensayo de Limulus amebocite
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(L.A.L.) (Whittaker/M.A.) [Leving y Bang, 1968].
La técnica está basada en la capacidad de la endotoxina para catalizar la
activación de un proenzima del lisado de amebocitos [Young y col., 1972]. El grado
de activación lo determinaría la concentración de endotoxina presente. El enzima
activado hidroliza enlaces específicos de una proteína coagulógena del lisado,
produciendo un coágulo que indica la presencia de endotoxina en las muestras
ensayadas.
Se realizaron diluciones seriadas de endotoxina estándar (Pierce, Rockford, IL,
USA) que sirvieron como control positivo y que abarcaban el rango de sensibilidad
del lisado (0.5 U.E./ml a 0.03 U.E./ml) (1 U.E., unidad de endotoxina, equivale
aproximadamente a 0.1 ng/ml de endotoxina de E. cok). En el ensayo se incluyó
también agua apirógena como control negativo. Las muestras a ensayar fueron diluidas.
desde 1:2 a 1:64. Todo el ensayo se realizó por cuadruplicado.
A 0.1 ml de endotoxina, muestra. o agua, se le añadió 0.1 ml de lisado de
Limulu.s. La mezcla se incubó a 37~C durante 1 hora. Una vez realizada la incubación
se calcularon los logaritmos decimales de las diluciones límite de endotoxina de cada
una de las curvas, siendo dichas diluciones la última concentración de endotoxina que
muestra reacción con el lisado. El antilogaritmo decimal de la media aritmética de los
logaritmos nos dará la sensibilidad del lisado (0.1 U.E./ml).
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La cuantificación de endotoxina en las muestras se calculó realizando
igualmente el logaritmo decimal de la dilución limite y la media aritmética para cada
una de las muestras. El antilogaritmo decimal de esta media nos da la sensibilidad del
lisado y la concentración aproximada de endotoxina se obtiene según la siguiente
fórmula:
Concentración de endotox. (U.E./ml) = sensibilidad del lisado x dilución límite
El límite de sensibilidad de este ensayo era de 10 pg/ml.
3.5.5. Cuantificación de la concentración de TNF.
La existencia de actividad TNF se ‘valoró en los sobrenadantes procedentes de
células glomerulares en cultivo (apartado 3.4.6.3), así como en muestras de suero. Su
concentración se determinó de acuerdo al método previamente descrito [Green y col.,
1984]. Se realizó un ensayo de viabilidad sobre la línea celular L929 (procedente
originalmente de tejido conectivo de ratón) (ATCC, Rockville, MD, USA) sobre cuyas
células el TNF tiene capacidad citotóxica [Aggarwal y col., 1985]. Las células L929, en
fase de crecimiento exponencial, fueron resuspendidas en medio de Eagle modificado
de Dubelcco (DMEM) (Whittaker) suplementado con un 10% de STF, 1% de
antibiótico y glutamina y cultivadas en placas de 96 pocillos (3 dO4 células/pocillo) a
37~C y 5% de CO
2. Veinticuatro horas después fueron añadidas las muestras a ensayar
incubándose en presencia de actinomicina D a una concentración de 1 ¡íg/ml. La
dilución empleada para el ensayo con sobrenadantes fue de 1/2 y 1/10 hasta 1/1000
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para muestras séricas. Cada muestra se valoró por triplicado. Después de 24 horas de
cultivo fueron añadidos a cada pocillo 25 pi de MIT (bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difeniltetrazolium) (Sigma) de una solución de 5 mg/ml. Tras incubar 4 horas
a 374? fue eliminado el medio de cultivo y se añadió a cada pocillo 200 jtl de una
mezcla 1:1 de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma) y etanol para solubilizar los cristales
de azul de formazán. Por último se leyó la densidad óptica de cada muestra en un
espectrofotómetro Titertek Multiskan Phis (Flow) a 595 nm.
Simultáneamente se realizó un estudio de neutralización para lo cual se añadió
anticuerpo anti-TNFa (Genzyme) o suero control a una concentración final de 5%
(y/y) a pocillos que contenían 400 pg/ml de TNFarh (concentración capaz de lisar el
50% de 3 x104 células L929 en nuestros experimentos) o a las muestras a ensayar.
En cada uno de los ensayos realizados se incluyó una dilución semilogarítmica
de TNF recombinante humano, cuya reactividad con rata ha sido previamente
demostrada Phan y col.. 1992] (con una actividad específica de 2 x107 a 2 x 10~ U/mg)’
(Genzyme) en un rango desde 200 gg/ml a 1 pg/ml con el fin de realizar la curva
patrón que nos permitiera el cálculo de la cantidad de TNF existente en nuestras
muestras. La concentración de TNF en las muestras fue extrapolada de la curva patrón
obtenida, expresándose los resultados en pg/mJ.
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3.5.6. Análisis de leucocitos de sangre periférica
3.5.6.1. Recuento de leucocitos periféricos
Parte de la muestra de sangre obtenida como se explica en el apartado 3.4.3
fue procesada para el recuento total del número de leucocitos. El número de células
blancas totales se determinó utilizando un Technicon H-l System (Tarrytown, NJ,
USA).
3.5.6.2. Análisis por citoinetría dc flujo
3.5.6.2a. Marcaje directo: Los porcentajes de linfocitos T y B y sus subclases,
así como los porcentajes de células periféricas activadas (Ia~), se analizaron por medio
de un citómetro de flujo. Para ello se tomaron alícuotas de 100 pi de la muestra de
sangre heparinizada a una concentración <le io~ células/mí, para su marcaje con AcMs
conjugados con FITC. Una alícuota de cada muestra se incubó con cada uno de los
AcM en estudio durante 10 minutos, preservándolas de la luz y a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo los eritrocitos fueron lisados, se fijaron los
leucocitos y se estabilizaron las membranas celulares en un Q-PREP (Coulter
Immunology, Hialeach, FL, USA). Tras intensivos lavados con I-IBSS, se
resuspendieron en esta misma solución y se analizaron las células marcadas en un
FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).
Para este estudio se utilizaron AcM conjugados con fluoresceína (Serotec) a
un factor de dilución de 1/20.
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3.5.6.2.b. Marcaje indirecto: En e1~ caso de AcM no disponibles en su forma
conjugada con FITC se realizó un marcaje indirecto para el análisis por citometría de
flujo, por lo que se partió de muestras de sangre periférica que previamente fueron
sometidas a un lisado de eritrocitos (apartado 3.4.4). Una vez obtenida la muestra de
leucocitos circulantes libre de eritrocitos se partió de una suspensión celular de 1W
células/ml en HBSS. Se hicieron alícuotas de 100 pi (106 células/alícuota) y se incubé
en hielo durante 30 minutos con el AcM correspondiente a una dilución 1/10 ó 1/20,
según el caso. Todas las muestras se lavaron con HBSS tres veces centrifugando 10
mm a 1 .400 rpm. Una vez resuspendidas las muestras en el volumen inicial (100 pi)
se incubaron con un AcM conjugado con FITC especifico para ratón (Serotee), puesto
que nuestros monoclonales están hechos en ratón. La incubación también se realizó
en hielo y en la oscuridad por un período de 30 mm, para después proceder a los
lavados con HBSS (tres en total). Las muestras se resuspendieron en 300 pi de HBSS
y se analizaron las células marcadas con fluoresceína en el FACScan (Becton
Dickinson).
3.6. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO
3.6.1. Estudio histológico
3.6.1.1. Heniatox¡lina-Eosina
Los cortes procesados como se explica en el apartado 3.4.6.1 se incluyeron
durante 10 minutos en hematoxilina de Carazzy para después pasar a un baño de
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eosina alcohólica durante 30 segundos. Tras deshidratar el tejido e incluir las
preparaciones en un baño de xilol, se montaron con un medio no acuoso (DPx,
Raymond Lamb, London, Inglaterra).
3.6.1.2. Ácido periódico de Scliiffs (PAS)
Las preparaciones, obtenidas como se describe en el apartado 3.4.5.1, se
incluyeron en ácido periódico al 0.5% durante 10 mm. Tras lavar durante 10 mm en
agua corriente se realizó una incubación de lO mm en Reactivo de Schiffs y
posteriormente 5 mm en bisulfito sódico al 2%. Después de lavar en agua durante 10
mm se contrastaron los núcleos con hematoxilina de Carazzy y se montaron con DPx
(Raymond Lamb) después de lavar y deshidratar el tejido del modo habitual.
3.6.2. Estudio inmunobistoquimico
3.6.2.1. Inmunofosfatasa indirecta
El método de inmunofosfatasa indirecta fue empleado para caracterizar e]
infiltrado celular con el siguiente panel de AcMs, todos ellos hechos en ratón: OXí.,
0X6, 0X8, 0X19, 0X33, W3/25, EDI y HP2/1 descritos en la tabla 3.1.
La técnica se realizó básicamente como describen Cordelí y col. [1984].
Utilizando las muestras congeladas de tejido renal, cuyo proceso se especifica en el
apanado 3.4.5.2, se hicieron cortes de 5pm con un criostato. Las secciones se dejaron
secar durante toda la noche al aire para después fijarlas en acetona durante 1<)
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minutos. Después de lavar 3 veces en tampón tris salino (TBS) (Tris-CIH 10 mM, pH
7.3/CINa 0,1SM), se incubaron los cortes con los diferentes AcMs empleando un factor
de dilución de 1/10 a 1/1.000, según el AcM, durante 30 minutos en cámara húmeda.
Se lavaron las preparaciones 3 veces en TBS y se incubó con el anticuerpo secundario
durante 30 minutos, en nuestro caso un anticuerpo policlonal de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina (FAAFA) que reconocía ratón (Dako Ltd.,
Bucks, Inglaterra), diluido 1/60 en TBS. Después de 10 minutos de lavado se procedió
a revelar la FAAFA: se preparó una solución que contenía 5 mg de naftolasa fosfato
(Sigma) disuelto en 0,2 ml de dimetilformamida a pH 8.2, y una segunda solución que
contenía 5 mg de Fast Red TR (Sigma) en 10 ml de acetato de veronal tamponado
y Smg de levamisole. La solución sustrato se preparó siempre en el momento de su
uso, filtrándola previamente. Una vez mezcladas ambas soluciones se incubaron los
cortes de tejido de 10 a 30 minutos, para después lavar en H20 destilada y contrastar
durante 2 minutos con hematoxilina de Carazzy. Una vez teñidas las preparaciones se
montaron en medio acuoso (gelatina de Kaiser).
3.6.2.2. Inniunofluorescencia directa
Para la detección de depósitos glomerulares de IgG de rata se recurrió a la
técnica de inmunofluorescencia directa [Mampaso y col, 1989]. Partiendo de secciones
de 5 ¡xm de tejido renal congelado que se dejaron secar al aire durante toda la noche,
fueron fijadas en una solución de alcohol etilico/eter dietílico (1:1, y/y) durante 10
minutos. Se lavaron las preparaciones tres veces en PBS, seguido de una incubación
de 1 hora con un anticuerpo policlonal de conejo conjugado con FITC, específico para
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la IgG de rata, en cámara húmeda y protegido de la luz. Después de lavar con PBS
los cortes se montaron en medio acuoso (Aquatex, Merk) y se observaron en un
microscopio de fluorescencia Leitz (E. Leitz Inst., Wetzlar, Alemania) equipado con
lámparas de mercurio HB-200 y un sistema de filtros que incluía un filtro BG-TB, otro
para luz ultravioleta y un tercero de barrera, Leitz K-510.
3.7. CUANTIFICACION DEL INFILTRADO
3.7.1. Infiltrado intersticial y perivascular
La cuantificación del número de células positivas del infiltrado intersticial y
perivascular para los distintos marcadores empleados se realizó con un microscopio
de luz convencional, empleando un objetivo de 63X. El recuento de células positivas
para cada uno de los anticuerpos estudiado se realizó en dos cortes de tejido renal
para cada una de las ratas y días, eligiendo a] azar 10 áreas con infiltrado celular y
determinándose la media para todos los animales.
3.7.2. Infiltrado glonierular
Para cuantificar el número de células que infiltraban los glomérulos se
escogieron igualmente dos cortes por rata y día para cada marcador estudiado y se
hizo el recuento en 20 glomérulos por corte. Los valores obtenidos se expresan en
número de células/glomérulo.
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3.8. ANALISIS ESTADíSTICO
Los resultados se expresan como la media ± la desviación estándar (DE). El
análisis estadístico se realizó por medio de una prueba ‘t’ de Student, para muestras
de n <30, aplicando la corrección de Bon Ferroney para múltiples comparaciones. Para
el análisis de los resultados del estudio de sangre periférica e infiltrado se eligió la
prueba de Wilcoxon para dos muestras, por tratarse de muestras no paramétricas.
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4. RESULTADOS
4.1. CINETICA DE LA ENFERMEDAD
4.1.1. Proteinuria
El desarrollo de la proteinuria en los animales tratados con CI2Hg se desarrolló
de forma bifásica (Figura 4.1). En un primer momento pudo apreciarse un aumento
transitorio de los niveles de proteínas en orina que tenía una duración de 24 a 48
horas y que se evidenciaba inmediatamente después de la administración de laprimera
dosis de Cl2Hg.
Una vez superada esta etapa los niveles de proteínas en orina volvían a sus
valores basales, los cuales oscilaban entre los 2 y los 20 mg/24 horas, dependiendo del
animal. A partir de este momento el rango nefrótico de proteinuria se hacía evidente
el día 111 de enfermedad, alcanzando los niveles máximos alrededor de los días 13-15
(134,46 + 32 12 mg/24 h) para, posteriormente, comenzar un descenso progresivo
aproximadamente el día 16, hasta recuperar de nuevo los niveles basales llegado el día.
23 (23,09+ 3 00 mg/24 h).
4.1.2. Histopatología renal
4.1.2.1.. Lesión tubular
Las lesiones más precoces se observaron ya a las 24-48 horas después de la
administración de la primera dosis dc mercurio. Esta lesión consistía únicamente en
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Figura 4.1. Cinética de la excreción de proteínas en orina del grupo de animales tratados con CI2Hg. Se
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una degeneración de las células epiteliales del túbulo renal que se evidenciaba por la
frecuente vacuolización de dichas células, así como tumefacción y necrosis celular
como indicaba la frecuencia de núcleos pienóticos (Figura 4.2A). Desde las 48 horas
de enfermedad podían apreciarse también numerosas figuras mitóticas que persistían
hasta el día 5 (Figura 4.213). ate daño tubular, causante del pico inicial de proteinuria
(Figura 4.1), se apreciaba basta el día 6 de enfermedad, momento en el que e] túbulo
renal mostraba ya una estructura totalmente normal.
Una vez regenerado el túbulo nc se observaron más alteraciones en la
estructura intrínseca del riñón durante el desarrollo de la enfermedad y basta su
resolución espontánea. Desde el día 6, y a nivel de microscopia óptica, sólo pudo verse
la aparición de infiltrado celular y depósitos glomerulares de anticuerpos dirigidos
contra la MBG.
4.1.2.2. Infiltrado celular intersticial
La primera valoración de la existencia de infiltrado celular nos la proporcionó
el examen mediante microscopia óptica del tejido renal procesado como se especifica
en el apartado 3.4.5.1 y utilizando las técnicas de H&E y PAS previamente explicadas
en Material y Métodos (apanados 3.6.1.1 y 3.6.1.2, respectivamente).
La localización de este infiltrado era esencialmente perivascular, apreciandose
grandes concentraciones de células circulantes rodeando los vasos del tejido renal.
Además, podía observarse un acúmulo de células invadiendo el intersticio renal, que
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en algunos animales era muy intenso. El infiltrado comenzaba a desarrolíarse a partir
del día 8, evidenciándose, en un principio, una distribución periglomerular de las
células hematopoyéticas que invadían el riñón (Figura 4.3A). El número de estas
células se pronunciaba al llegar el día 13, apareciendo ya un acumulación celular muy
considerable (Figura 4.3B). A partir de este día, el infiltrado comenzaba a disminuir
paulatinamente, observándose un descenso el día 23, aunque manteniendo aún cierto
grado de infiltración en las biopsias correspondientes al día 32 de la enfermedad.
4.1.2.3. Infiltrado celular gloinerular
Debido a las escasas células que normalmente infiltran el glomérulo, y a la
dificultad añadida dadas las características histológicas de éste que hace dificil
identificar células ajenas al propio glomérulo en cortes teñidos con H&E, para la
identificación de] infiJtrado glomenhlar se realizó un marcaje con un AcM dirigido
contra el antígeno leucocitario común <OXí, Serotee) (apartado 3.6.2.1). Así, el
examen glomerular reveló una cinética de infiltración muy diferente a la perivasculai
e intersticial. Se encontraron diferencias significativas el día 4 (0,92 + 0 21
células/glomérulo) con respecto al día 0 (0,50 + 0 04 células/glomérulo) y aumentando
el día 8 de enfermedad (2,0 ±0.80 células/glomérulo) (Figura 4.4A). Igualmente, se
podía apreciar una acumulación de leucocitos alrededor del glomérulo, muy evidente
a día 13, así como un aumento del número de leucocitos infiltrantes, el mismo día, en
el propio glomérulo (1,65 ± 0.50 células,’glomérulo) (Figura 4.4B).
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4.1.2.4. Caracterización del infiltrado celular
4.1.2.4.a. Infiltrado intersticial y perivascular. Una vez comprobada la
existencia del infiltrado, así como la cinética que seguía la aparición de estas células
en el riñón, pasamos a caracterizar dicho infiltrado celular, proceso que se especifica
en el apartado 3.7 de Material y Métodos.
La caracterización del infiltrado intersticial y perivascular se llevó a cabo sobre
las biopsias renales correspondientes al día 13 (día de máximo infiltrado). Los.
resultados de la identificación y cuantificación de las células infiltradas se especifica
en la tabla 4.1. Como puede apreciarse en dicha tabla, a día 13 este infiltrado consistía
principalmente en monocitos (células EDí~) (30-40%) y linfocitos T (células OX19~)
(70-80%) (Figura 4.5). El hecho de que del 90 al 100% del infiltrado fuera OX6~
(Figura 4.6A), esto es, células portadoras del antígeno MHC clase II, evidenciaba su
carácter de células activadas. Aproximadamente un 70% de las células T infiltrantes
eran W3/25~ (linfocitos T cooperadores) (Figura 4.7A), mientras que sólo alrededor
de un 30% eran linfocitos T citotóxicos/supresores (OX8~) (Figura 4.7B). Los
linfocitos B (células OX33~) (Figura 4.6B> constituían el menor de los porcentajes de
infiltración, no llegando a veces a superar el 10% de éste.
Cuando se analizaron los cortes histológicos con un marcador para la molécula
de adhesión VLA-4 (AcM 8P2¡1) observamos cómo gran parte de las células
circulantes que invadían el intersticio renal eran positivas para este marcador (más del
80%), tanto en el caso del infiltrado intersticial como glomerular (Figura 4.8).
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Tabla 4.1. Composición del infiltrado perivascular e intersticial en ratas BN tratadas
con Cl2Hg a día 13 de enfermedad.
AcM Especificidad % células positivas
0X6 Ag MI-IC clase II (la) 90-lOO
0X19 Linfocitos T 70-80
EDIl Monocitos y macrófagos 30-40
W3/25 Linfocitos T cooperadores 50-60
0X8 Linfocitos T citotóxicos/supresores 20-30
0X33 Linfocitos B 5-10
HPZ/1 Integrina a4 80-85
La cuantificación del número dc células positivas para cada uno de los AcMs se llevó a cabo en n=6 ratas
por día y doscortes dc tejido por rata, contándose en cada sección 10 áreas con infiltrado escogidas al azar.
Los resultados se expresan como cl porcentaje de células positivas tomando como 100% eí obtenido del
recuento de células marcadas con el AcM OX1 (anti-leucocito común).
4.1.2.4.b. Infiltrado glonierular. Puesto que la aparición del infiltrado
glomerular tenía una cinética diferente, se caracterizó no sólo sobre biopsias del día
13, sino también en las procedentes del día 4 y 8 de enfermedad (Tabla 4.2). El
infiltrado aparecido a día 4 y 8 demostró tratarse de células ED1
t en su mayoría. El
día 13, por el contrario, pudo apreciarse una disminución del número de células ED1~
por glomérulo, aumentando, por otro lado, las células OX8~. (Figura 4.9).
Tabla 4.2. Caracterización del infiltrado glomerular durante la nefritis inducida por
CI
2Hg
AcM
N~ de células positivas/alomérulo
0 4 8 13 23
0X6
EDl
OXS
0.40±0.07 0.65 ±0.15 1.56±0.60* 1.53±0.50* 0.33±0.15
0.30±0.06 0.67±0.0K 1.30±0.28* 0.50±0.21 0.27±0.10
0.22±0.07 0.20±0.05 0.17±0.06 0.70±0.10 0.20±0.03
Para cada día se examinaron 6 ratas, y 2 secciones por rata, contándose 20 glomérulos por corte.
Los resultados se expresan como la media ±DF.
* p<
0.0l.
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4.1.2.5. Depósitos gloinerulares de ininunoglobulina de rata
El estudio por inmunofluorescencia directa (apartado 3.6.2.2) realizado sobre
tejido renal congelado obtenido los días ya mencionados, evidenció, como ya ha sido
previamente publicado [Sapin y col., 1.977; Aten y col., 1988a], la existencia de
depósitos glomerulares de IgG a partir del día 13, apreciándose claramente un patrón
lineal de dichos depósitos a lo largo de la membrana basal glomerular (Figura 4.1OA).
A partir del día 21, y hasta el día 32, aparecía una mezcla de patrón lineal y granular
(Figura 4.IOB). Por otra parte, los depósitos glomerulares de IgM se mantuvieron
lineales a lo largo del curso de la enfermedad.
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4.1.3. Niveles séricos de autoanticuerpos
4.1.3.1. Anticuerpos contra la membrana basal glomerular
Las muestras de suero, obtenidas como se explica en el apañado 3.4.2 de
Material y Métodos, fueron valoradas por medio de un ensayo inmunoenzimático
(apartado 3.5.2.1) para determinar su contenido en anticuerpos contra la MBG. Estos
resultados, expresados como el porcentaje de unión positiva (apañado 3.5.3), revelaron
una cinética para la síntesis de anticuerpos contra la MBG muy semejante a la que
mostraba la proteinuria. Como puede valorarse en la representación de dicha cinética.
(Figura 4.l.1A), a partir del día 8 los niveles de autoanticuerpos en sangre, hasta.
entonces basales (11% a 25%), comenzaban a aumentar, disparándose a valores
máximos después del día 11 y hasta el día 13 (138,75 + 2050%). A pañir de este
momento experimentará un rápido aclaramiento en sangre hasta recuperar casi por
completo los niveles basales llegado el día 23 (32,30 ±2,39%).
Como pretende demostrarse en la Figura 4.12A la cinética de la síntesis de
anticuerpos contra la MBG precede siempre a la de excreción de proteínas en orina,
pudiéndose comprobar que a pañir del momento en que los niveles de Acs en sangre
disminuyen rápidamente, la cantidad de proteína en orina responderá de igual manera
unos días después, si bien lo hará más lentamente.
4.1.3.2. Anticuerpos contra el ADN monocatenario
Como puede apreciarse en la Figura 4.11B la producción de Acs contra el
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ADN comienza a aumentar después del día 4, experimentando un rápido ascenso
desde el día 8 hasta el 13 (78 70 + 13,90% a 73,05 ±9,20%). El aclaramiento es, sin
embargo, mucho más lento que el apreciado para los autoanticuerpos contra la MBG,
y sin recuperar nunca los niveles basales (38 87 + 2 73%) [Puse>’y col., 1990]. La
comparación de la cinética de síntesis de ambos autoanticuerpos (Figura 4.12B)
permite apreciar la diferencia existente entre ellas.
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Figura 4.11. Cinética de la secreción de autoanticuerpos del grupo de animales tratados con Cl2llg. A’~
Secreción de autoanticuerpos contra la MBG. La gráfica recoge los porcentajes de dichos Acs en muestras
de suero obtenidas en días sucesivos a lo largo del experimento. B) Síntesis de autoanticuerpos contra el
ADN en muestras dc sucro para los días ya señalados. Los porcentajes expresados en la figurase calcularon
considerando el 100% dc unión positiva la obtenida por un antisuero positivo (apartado 3.5.3). Los valores
representados en la gráfica fueron obtenidosde la media de n=25 y n= 10 ratas + l)E, para el Grupo Cl2Hg
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Figura 4.12. Comparación de las cinéticas seguidas por la proteinuria y la secreción de anticuerpos en el
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4.1.4. Estudio de las poblaciones leucocitarias circulantes
El recuento del número total de leucocitos, realizado en días alternativos a lo
largo del experimento, no reveló diferencias significativas entre los distintos días
estudiados cuando se comparaba con los valores obtenidos del grupo de animales que
constituían el control negativo. Sin embargo, como puede observarse en la Figura
4.13A, el número total de leucocitos en sangre parecía oscilar durante la enfermedad,
aunque estas mismas oscilaciones eran detectadas en los controles negativos, de]
mismo modo que en la sangre de ratas sanas. Se estableció, así, un amplio rango’
considerado como normal (4 x 103/gl a 8.5 x 10~/4). El estudio estadístico realizado’
entre ambos grupos determinó, por tanto, que dichas variacionesno eran significativas,
encontrándose siempre dentro de los límites normales.
Cuando se hizo un estudio del porcentaje de células circulantes portadoras del
antígeno la, se apreció un claro aumento que comenzaba el día 8 y culminaba el día
13. Dicho aumento llegaba a constituir un 67,24 + 6 73%. El análisis de las
variaciones de este mismo marcador en la población linfocitaria reveló que
aproximadamente un 67% de las células portadoras de este antígeno correspondían
a linfocitos circulantes (Figura 4.1.3B y C).
El análisis porcentual de las distintas clases de linfocitos y subtipos, realizado
mediante citometría de flujo, sí reveló cambios considerados estadísticamente
significativos, a diferencia de los obtenidos en el recuento de leucocitos periféricos
totales. Como se observa en la Figura 4. 14A, los porcentajes de células T (OXl9t)
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sufrían una disminución detectable el día 8 y que se pronunciaba el día 13, llegando
a descender un 48 75 + 5 50% con respecto al Grupo Control. La normalización de
la celularidad no se apreciaba aún a día 23, aunque los valores comenzaban ya a.
recuperarse.
Esta pérdida de linfocitos T en sangre era claramente contrarrestada por un
aumento del número de linfocitos OX33~ (células B), que era máximo el día 13 (33,74
±8,99%) (Figura 4.14B). La complementariedad de ambos sucesos podría explicar
las escasas diferencias encontradas al analizar el número total de linfocitos.
Por último, el análisis de las distintas subclases de linfocitos 1 periféricos
demostró que tanto las células W3/25~ (linfocitos 1 cooperadores), como 0X84
(linfocitos 1 citotóxicos/supresores), sufrían variaciones a lo largo de la enfermedad
como consecuencia de la administración de Cl
2Hg (Figura 4.14C y D). Así, las células
W3/25~ mostraban una clara disminución durante el experimento (25,03 ±2,87% vs
42 41 + 3,58%), siguiendo, además una. cinética muy similar a la observada para
células 1 totales. El número total de células CD8~ experimentaba el efecto contrano.,
aumentando a partir del día 13 y constituyendo un incremento del 78 34 + 9,56% cori
respecto al control. El aumento persistía aún el día 23.
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Figura 4.13. Recuento de los leucocitos periféricos y cinética de la expresión de moléculas la durante el
desarrollo de la nefritis autoinmune en células de sangre periférica. A) La gráfica representa el número
total de células blancas a lo largo dc la enfermedad. En 13 y C se representan los valores obtenidos con el
marcador 0X6 (antígeno la) los días críticos de la enfermedad, comparándose los porcentajes de leucocitos
totales (B) y de linfocitos (C) la4 del grupo que desarrollé la enfermedad (Grupo CI2Hg), con el Grupo
Control (inyectado con Hp, pH 3.8) . Los valores representados corresponden a la media ±DE obtenida
de n= 10 y n=20 para el Grupo Control y el Grupo CI2Hg, respectivamente. ½c:O.Ol~p=O.O5.
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Figura 4.14. Variaciones observadas en las distintas poblaciones de linfocitos periféricos y sus subclases
durante el curso de la nefritis autoininune. A) Porcentaje de células T (0X194). E) Variación en lasproporciones de células Ben sangre periférica (0X3$4). G) Porcentaje dc células T cooperadoras (W3/254)
y D) de células T citotóxicas/supresoras (0X8). Los valores representados corresponden a la media ±DE
de n=1O para el Grupo Control y n=20 para el Grupo CljIg. p.cO.Ol, <tp<flQ5~
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4.2. TRATAMIENTO CON Acs DIRIGIDOS CONTRA LA INTEGRINA a4
4.2.1. Determinación del tratamiento
Tras realizar un ensayo previo para deternnnar el tratamiento con el AcM HP2/1,
detallado en el apanado 3.3.2.1.a de Material y Métodos, y ateniéndonos a los
resultados obtenidos (Figura 4.15), se dedujo que la administración de 1 mg de HP2/1,
dividida en 2 dosis, causaba un escaso efecto sobre la proteinuria, únicamente
significativo a partir del día 17 de la enfermedad. Sin embargo, el efecto provocado
en la proteinuria en los animales que recibieron 1,5 mg era más drástico. ata.
cantidad, administrada en una única dosis, producía una reducción de.
aproximadamente, el 50% con respecto a la proteinuria encontrada en los animales
sin tratamiento. Por el contrario, al dividir esta misma cantidad en tres dosis.,
repartidas a lo largo del experimento, la eficacia aumentó considerablemente.
De esta forma se determinó que el tratamiento con HP2/1 se realizaría en tres
dosis intraperitoneales de 0,5 mg en los días 0, 8 y 13 de la enfermedad (contando
como día O el día en que se dio la primera inyección de mercurio).
4.2.2. Efecto de la administración del AcM contra la integrina ¿r4 en ratas Broiwí
Norway tratadas con CI2Hg
4.2.2.1. Sobre la proteinuria
Se realizó un exhaustivo seguimiento de los niveles de proteínas en la orina en
-104-
Resultados
aquellos animales que fueron sometidos al tratamiento adicional con el anticuerpo
monoclonal l-{P2/1, como se describe en el apanado 3.3.2.1 dc Material y Métodos..
El resultado de este estudio queda representado en la Figura 4.16. Como ocurría con
el grupo de ratas que sirvieron para realizar el seguimiento de todos los parámetros
de esta enfermedad (Grupo Cl2Hg, Figura 4.1) en este grupo de animales se observaba
invariablemente la fase transitoria de proteinuria durante los primeros días de la
enfermedad, consecuencia de la acción tóxica directa del mercurio. Por tanto, el.
tratamiento con HP2¡l no tenía ningún efecto apreciable sobre esta primera fase de
excreción de proteínas.
Sin embargo, una vez recuperados los niveles basales tras la primera fase, los
animales tratados nunca llegaron a alcanzar rangos de proteinuria nefrótica, siendo los
valores máximos alcanzados de 36,80 + 0 82 mg/24 horas. Esta reducción con respecto
a las ratas que no sufrieron tratamiento alguno, revela una efectividad de éste sobre
la proteinuria del orden de un 80%. Es de destacar que el 100% de los animales que
recibieron las inyecciones adicionales de HP2¡1 respondieron de idéntica forma al
tratamiento.
4.2.2.2. Sobre el infiltrado celular
La especificidad del AcM HP2/1 [Sánchez-Madrid, 1986] (reconoce la integrina
a4; tabla 3.1) y su muy conocido papel en ]a migración y extravasación de leucocitos
a focos de inflamación rrevisado en Springer, 1994], hacía obvia la búsqueda del efecto
de dicho monoclonal sobre el infiltrado celular que aparecía como una constante en
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el grupo de ratas tratadas con Cl2Hg (apartado 4.1.2). De esta forma, se tomaron
muestras renales los mismos días que fueron estudiados en las ratas que no recibieran
tratamiento adicional y procesados como se especificaen el apartado 3.4.5 de Material
y Métodos.
El estudio por microscopia óptica de los cortes de tejido renal permitió
comprobar la ausencia, prácticamente total, de infiltrado celular. Las regiones
perivasculares estaban totalmente limpias de células hematopoyéticas, como se
evidencia en la Figura 4.117A, . Aparecía un número muy pequeño de células
infiltrando el intersticio, que coincidía con el número encontrado en las muestras
renales del grupo de ratas Brown Norway que no recibieron ningún tipo de
tratamiento o que fueron inyectados con H20.
4.2.2.3. Sobre los depósitos glomerulares de Ig
La observación con microscopio de fluorescencia de cortes de tejido rena]L
procesados por inmunofluorescencia directa (apartado 3.6.2.2) nos demostró la
ausencia de cualquier tipo de depósito glomerular (Figura 4.17B), tanto de IgO como
IgM.
4.2.2.4. Sobre la síntesis de autoanticuerpos
4.2.2.4.a. Síntesis de anticuerpos contra la MBG. Teniendo en cuenta el efecto
conseguido por la administración del AcM HP2/1 sobre la proteinuria, y sobre todo,
dada la ausencia total de depósitos glomerulares de Jg de rata contra antígenos de la
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membrana basal glomerular, fue conveniente la búsqueda de Acs circulantes contra
la MBG en el grupo que recibieran el tratamiento adicional de este monoclonal. Para
ello las muestras de suero tomadas y procesadas como se detalla en el apanado 3.4.2,
fueron analizadas por medio de un método inmunoenzimático (apartado 3.5.2.1).
Como puede apreciarse en la Figura 4.18A, la producción de autoanticuerpos
contra la MBG experimentaba una gran disminución en sus niveles en sangre, llegando
a alcanzar dicho descenso una proporción de casi el 70% (46,45 + 2 39% vs 138,75
±20,50%). Por otra parte, la comparación del nivel de autoanticuerpos entre el grupo
de ratas tratadas con HP2/l y el Grupo Control, aún mostraba un incremento del
primero de un 25%, siendo aún esta diferencia significativa (p’<O.00l).
4.2.2.4.b. Síntesis de anticuerpos contra el ADN. El estudio de un anticuerpo
que no tiene efectos patológicos en los animales nos permitió demostrar si el efecto
provocado por HP2/1 podía ser causado sobre la síntesis de cualquier tipo de
autoanticuerpo.
El mismo análisis realizado para el seguimiento de la cinética de la producción
de Acs contra MBG se realizó para el de ADN (apartado 3.5.2.2). La figura 4.1811
muestra el resultado de tal estudio. Como puede apreciarse no existen diferencias
significativas en los niveles de anticuerpos contra el AON monocatenario en el grupo
que recibió el tratamiento adicional con HP2!1, con respecto a los animales a los que
únicamente se les indujo la enfermedad con mercurio.
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4.2.2.5. Sobre la población leucocitaria de sangre periférica
El estudio realizado en sangre periférica, llevado en paralelo con el Grupo
CI2Hg, mostraba algunas diferencias importantes con respecto al Grupo Control. El
estudio del número total de leucocitos en sangre no proporcionó ninguna diferencia
significativa con respecto al control (Figura 4.19A).
Por el contrario, el análisis por citometría de flujo de la población leucocitaria
sí mostraba algunas diferencias. La proporción de células portadoras de la molécula
la experimentaba un aumento, al compararlas con el Control, de un 98,50 + 19 37%,
correspondiente al día de máxima expresión (día 13) (Figura 4.19B). Según muestra
la Figura 4.19C, del aumento de células portadoras del antígeno Ja, un 60%,
aproximadamente, correspondía a la población linfocitaria.
La población de células T, sin embargo, mostraba una disminución en sus
porcentajes que comenzaba a ser significativa a día 8 (32,67 ±7,59% vs 41,62 +
5,26%, p.CO.Ol), pero que era máxima el día 13 (25,98 + 732 vs 43 92 + 5,38) (Figura
4.20A). La recuperación de los niveles normales comenzaba a alcanzarse ya el día 23.
Por el contrario, la población B (OX33t) mostraba un aumento espectacular desde la
primera semana de tratamiento (33,74 ± 9,40 vs 9 16 -~- 1,39) y disminuía
paulatinamente, pero conservando aún un incremento significativo (pCO.Ol), incluso
la tercera semana de enfermedad.
La misma cinética que veíamos para las células 13, la pudimos observar al hacer
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Figura 4.15. Ensayo sobre la administración de las diferentes dosis de 1W2/1. Efecto sobre la proteinuria.
Un grupo de animales (n=4 por tratamineto) a los que se les indujo la enfermedad, según se especifica en
el apartado 3.3.1 dc Material y Métodos, fueron sometidos a distintas dosis dc fW2/1 (apartado 3.3.2.1.a)
y se valoré su efecto midiendo la cantidad de proteínas excretadas en orina siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 3.5.1.2.
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Figura 4.16. Efecto del tratamiento con flIP2/1 sobre la proteinuria. Los animales sometidos al tratamiento
con HP2/1 muestran una considerable reducción de los niveles de proteína en orina cuando eran
comparados con el Grupo GI2Hg. Los valores representados son los obtenidos de la media ±DE de n=2<)
ratas (Grupo HP2I1) y n=25 (Grupo Cl2Hg). *p<Q~rn3~
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Figura 4.18. Efecto del tratamiento con 111>2/1 sobre los niveles séricos de autoanticuerpos. A) Cinética
seguida por la secreción de Acs anti-MBG comparada con la del Grupo Cl2Hg, mostrando una reducción
significativa en sus niveles. p.cO.OO2. B) Porcentaje de unión positiva de Mg anti-ADN del Grupo HP2/1L
comparado con el Grupo Cl,Hg. Los valores representan la media ± l)E de n=20 (Grupo F1P2/l) y n=25
(Grupo CI2Hg).
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Figura 4.19. Recuento leneocitario y expresión de moléculas ¡a (OX6~) en sangre periférica de ratas
tratadas con 111>2/1 durante el transcurso de la enfermedad. Se comparan dichos valorescon los obtenidos
para el control normal. Se representa el número total de células blancas periféricas (A) y las diferencia.
existente entre los resultados obtenidos en el número de células circulantes totales (E) y de la población
linfocítica total (C). Los valores representados conesponden a la media ±DE obtenida de n~1O y n=20
para el Grupo Control y el Grupo ¡ff211, respectivamente. p<tO.OI.
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Figura 4.20. Variaciones en las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos circulantes en ratas tratadas con
1111>2/1. Se compara A) el porcentaje de células T periféricas (0X19), B) células E circulantes (OX33~),
C) linfocitos T cooperadores (W3/25~) y O) linfocitos T citotóxicos/supresores (OX8~j), con el Grupo
Control. Losvalores representadoscorresponden a la media ±DE obtenida de n=lOpara el Grupo Control
y n=2O para el Grupo que recibió el tratamiento con HP2/1. p<O.Ql, ~p<O.O2.
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4.3. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL Ac CONTRA TNFa A RATAS
TRATADAS CON CI2Hg
4.3.1. Sobre la proteinuria
Los animales que se sometieron al tratamiento adicional con el Ac contra la
citoquina TNFa (apartado 3.3.2.2) no experimentaron incremento de los niveles de
proteinuria (20,20 + 7 99 mg124 h vs 15,37 -- 3 25 mg124 h) (Figura 4.23). Es
destacable que sólo uno de los animales que fueron sometidos al tratamiento
experimenté un leve aumento de los niveles de la proteinuria que, sin embargo, no fue
superior al 25% con respecto a los niveles basales. Este incremento se evidenció el día
13 de la enfermedad, encontrándose el resto de los días ensayados valores de
proteinuria basales. Como se puede apreciar en la Figura 4.23, el aumento transitorio
de proteínas en orina, provocado por el efecto tóxico directo del mercurio sobre las
células tubulares, es igualmente, invariable después del tratamiento con Acs contra
INFa.
4.3.2. Sobre el infiltrado celular
El estudio mediante microscopia óptica de] Grupo de ratas tratadas con anti-
TNFa no presentó prácticamente ninguna variación con respecto al Grupo Control.
De esta forma, el día 13 de enfermedad (Figura 4.24A) podía apreciarse una ausencia
de infiltrado intersticial. Cuando se analizó el infiltrado glomerular con un anticuerpo
contra el antígeno leucocitario común (OX1), y se realizó el recuento de células
inflamatorias, éste no variaba significativamente con respecto al Grupo Control,
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encontrando a la segunda semana de la enfermedad 0,9 -~. 0 1 células/glomérulo, que
contrastaba claramente con el número obtenido el mismo día para el Grupo Cl2Hg
(1,5 ±0,5 células/glomérulo).
4.3.3. Sobre los depósitos glomerulares de Ig
El estudio histológico de las biopsias renales demostró la existencia de
depósitos glomerulares en estos animales (Figura 4.24B), con un patrón, intensidad
y cinética comparables a los apreciados en Las ratas tratadas únicamente con Hg. El
día 13 de enfermedad, cuando se valoró el depósito de lg total, se observó una patrón
lineal . Al realizar el estudio diferencial se pudo comprobar que, tanto el patrón de
IgO como de IgM, era lineal. Lo mismo ocurría en el resto de los grupos de ratas que
presentaban depósitos glomerulares de lg. El día 23 de enfermedad el patrón era
mixto (lineal y granular) para IgG, siendo lineal para la IgM.
4.3.4. Sobre la síntesis de autoanticuerpos
Las muestras de suero obtenidas días alternativos a lo largo de la enfermedad
fueron ensayadas para valorar los niveles de anticuerpos contra la MBG, así como dc.
Acs contra el ADN, determinándose que éstos eran equivalentes a los existentes en
el grupo tratado con CI2Hg (127,4 ±49,73% vs 138,75 + 20 50% en el caso de Acs
anti-MBG y 85,17 ±11,47% vs 73,05 ±9.20% para Acs anti-ADN). En la Figura 4.25
puede apreciarse cómo la cinética de producción de estos anticuerpos no muestran
diferencias significativas entre ambos gnípos, concluyéndose que el tratamiento con
anti-TNFa no ejercía ningún efecto sobre la síntesis de anticuerpos.
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4.3.5. Sobre la población leucocitaria de sangre periférica
Mientras que el recuento leucocitario de sangre periférica no mostraba ninguna
variación significativa con respecto al Grupo Control (Figura 4.26A), al analizar el
porcentaje de marcaje positivo para el AcM 0X6 (antígeno Ja) se detectó un aumento
significativo sólo a partir del día 13 de enfermedad, tanto al estudiar la población
leucocitaria total, que llegaba a aumentar un 50% (Figura 4.2613), como al analizar los
linfocitos totales de sangre, cuyo aumento era similar al anterior (Figura 4.26C). No
menos de un 50% de células OX6~ totales pertenecían a la población linfocitaria.
El análisis por citometría de flujo de la población de linfocitos 1 (OX19~)
(Figura 4.27A) demostró que el tratamiento con anticuerpos dirigidos contra la
citoquina INFa causaba un efecto sobre dicha población que comenzaba a
evidenciarse el día 8, en el que ya se detectaba una reducción significativa (pcO.OS)
de la proporción de células T circulantes. Este descenso continuaba a lo largo del
experimento sin llegar a recuperar los niveles basales, si bien a día 23 se llegaba a
alcanzar la proporción más baja de esta población (25,52 ±5,31% vs 42,81 ±3,96%).
Por el contrario, los linfocitos 13 (OX33~) (Figura 4.27B) comenzaban un progresivo
incremento desde el día 8 y culminando el día 13 (24,58 + 451% vs 8,54 ±0,86%).
Las subclases de linfocitos 1 seguían diferente cinética. Así, la subpoblación de células
1 cooperadoras, lo mismo que ha quedado demostrado para el resto de grupos de.
tratamiento, seguían una cinética similar a la de linfocitos 1 totales. De esta forma,,
las células W3/25~ (Figura 4.27C) comenzaban a descender desde el día 8 y aún a día
23 mostraban una importante reducción, sin recuperar sus niveles normales (26,52 ±
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7,12% vs 42 80 -~ 5,59%). Los porcentajes de células T citotóxicas/supresoras (OX8~)
(Figura 4.27D) aumentaban significativamente desde el día 8 de enfermedad (pczO.Ol)
y se mantenía altos hasta la segunda semana, para recuperar sus niveles a día 23.
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Figura 4.23. Efecto sobre la excreción de proteínas causado por la administración de Acs anti-TNFa. Se
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Figura 4.25. Efecto del tratamiento con Acs anti-TNFa sobre la producción de autoanticuerpos. Al
comparar las cinéticas de producción de anticuerpos de este grupo experimental con la obtenida para el
Grupo GI2Hg no se observaron diferencias significativas ni en los niveles séricos de anti-MBG (A) ni en los
niveles de anticuerpos anti-ADN (B). Los valores representados corresponden a la media ±DE de n=
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Figura 4.26. Número total de células blancas circulantes y expresión de moléculas la (OX6~) en ratas
tratadas con Acs anti-TNFa durante el transcurso de la enfermedad. Se representan los valores obtenidos
por el Grupo anti-TNFa frente al Grupo Control observándose el número total de leucocitos (A), cl
porcentaje de células marcadas con 0X6 totales (E) y de la población linfocítica total OX6t (C). Los
valores representados corresponden a la media ± DE obtenida de n=lO y n=20 para el Grupo Control y
el Grupo anti-TNFa, respectivamente. p.cO.Ol, pcO.O5.
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Figura 4.27. Variaciones en las poblaciones y subpoblaeiones de linfocitos circulantes en ratas tratadas con
Acs anti-’I’NFcx. Se compara A) el porcentaje de células T periféricas (OXl9t), B) células B circulantes(OX33t), C) linfocitos T cooperadores (W3/2t) y O) linfocitos T citotóxicos/supresores (OXSt), con el
Grupo Control. Los valores representados correspoaden a la media ±DE obtenida de n= 10 ratas para el
Grupo Control y n=20 para el grupo que recibió el tratamiento con 111P2/1. *pczo.Ol y **p<0.05.
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4.4. COMPARACION DE LA CINETICA DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS DE
LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO CON EL GRUPO CI2Hg
4.4.1. Número total de leucocitos
La comparación de los Grupos HP2/1 y anti-TNFa con el Grupo CI2Hg no
mostraba ninguna diferencia significativa cuando se estudió el recuento de células
blancas de sangre periférica (Figura 4.28A), no existiendo tampoco diferencias
significativas de ninguno de los grupos con el Control.
4.4.2. Expresión de moléculas la
En sangre periférica las cinéticas, tanto de céjulas totales portadoras de]
antígeno La como de linfocitos totales, revelaban siempre que el Grupo HP2/1
mostraba mayor expresión de éste, si bien no IJegaba a ser significativa con respecto
al Grupo Cl2Hg excepto para el día 8 en linfocitos Ial. Por el contrario, el Grupo anti-
TNFa aparecía siempre por debajo del Grupo CI2Hg, siendo significativa la diferencia
únicamente el día 13 cuando se refería a linfocitos totales marcados con 0X6 (Figura
4.28A y E). A la vista de la representación gráfica de los porcentajes de expresión dc
MHC clase II (la), el tratamiento con HP2I1 parece aumentar ligeramente el número
de células activadas, frente a la menor activación del Grupo anti-TNFa.
4.4.3. PoblacIón linfocitaria y subclases
Las diferencias más significativas en este análisis nos la proporcionó el estudio
de los marcadores de células B (0X33) y de linfocitos 1 citotóxicos/supresores (0X8)
-128-
Resultados:
(Figura 4.29B y D, respectivamente). En cuanto a la población B, el Grupo HP2/]
mostraba una cinética totalmente diferente con respecto al Grupo Q2Hg, ya que, a
diferencia de éste, aparecía el mayor porcentaje de células B la primera semana de
tratamiento y no la segunda, como ocurría con los demás grupos. El Grupo anti-
TNFa, a pesar de tener una cinética similar al grupo de comparación (Grupo CI2Hg),
presentaba unos niveles inferiores de células B, aunque no siempre eran significativos.
La subclase de linfocitos T citotóxicos/supresores tenían una cinética similar para los
Grupos que recibieran tratamiento con Acs. Mientras que el Grupo Cl2Hg mostraba
una disminución de los porcentajes de células OX8~ el día 8, los dos grupos de
tratamiento experimentaban un aumento significativo (P<0.01).
-129-
Resultados
y
6<
u
2:
o
o-
50
o
o.
25
A
B
c
— Grupo CI2Hg ~ Grupo 1-11>2/1 S Grupo anti<rNF —
Figura 4.28. Comparación del número total de leucocitos y de los porcentajes de células 0X64 en sangre
periférica de los grupos de tratamiento con el Grupo CI
2Hg. Se muestran los resultados de los tres grupos.,
Q2Hg, IvJP2Il y anti-TNFa, junto con el Grupo Control (línea punteada) para el recuento de célulasblancas
periféricas (A) y los porcentajes de células totales y linfocitos 1a (B y O, respectivamente). Los valores
representan la inedia ±DE de n~2O ratasporgrupo y día. Las probabilidadesque se indican en las gráficas
corresponden a las obtenidas al comparar el Grupo CI2Hg con el grupo de tratamiento correspondiente.
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Figura 4.29. Comparación de las poblaciones de linfocitos periféricos y subclases de los distintos
tratamientos con el Grupo CI2llg. Los porcentajes de células ‘1’ (OX19~) (A), células B (OX33~) (B), células
T cooperadoras (W3/25~) (C) y células T citotóxicas,’supresoras (OX8
t) (O) circulantes del grupo que
desarrolió la enfennedad (Grupo CI
2Hg) es comparado con los grupos que fueron sometidos al tratamiento
con Acs HP2/1 o anti-TNFa. La línea punteada representa el Grupo Control. Los valores representados se
han obtenido de la media ± DE n=20 ratas por grupo y día. Las probabilidades representadas son las
resultantes de la comparación de los grupos de tratamiento con el Grupo CI2Hg. “pcO.Ol, ~pcO.O5.
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4.5. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DE Acs CONTRA EL ANTíGENO
LEUCOCITARIO COMUN (CD45)
Con el fin de determinar la especificidad de los efectos conseguidos en la
administración de los diferentes anticuerpos utilizados en el tratamiento de la nefritis
autoinmune inducida por CI2Hg, se estudiaron los efectos que sobre esta enfermedad
podría provocar la administración de un anticuerpo irrelevante. Se eligió por ello un
anticuerpo dirigido contra el antígeno leucocitario común (apartado 3.3.2.3).
Se analizaron los parámetros más destacados de la enfermedad, así como la
cinética de leucocitos y subpoblaciones en sangre periférica. Como muestra la Figura
429, tanto la proteinuria, como la secreción de anticuerpos anti-MBG, permanecían
invariables a lo largo de la enfermedad tras la administración de Acs anti-CD45. Del
mismo modo, el estudio histológico de estos animales mostraban un considerable
infiltrado intersticial, así como una inmunofluorescencia positiva que revelaba el
depósito de Acs anti-MBG en los glomérulos (Figura 4.30).
Al realizar el recuento de células blancas de sangre periférica (Figura 4.31A)
no mostraban diferencias significativas con respecto al Grupo cl2Hg. Del mismo
modo, el análisis porcentual de linfocitos periféricos (Figura 4.32) eran similares a los
encontrados para el Grupo CI2Hg, así como los porcentajes de células portadores del
antígeno la (Figura 4.31B y C).
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Figura 430. Efecto de la administración de anticuerpos anti-CD45 sobre los parámetros de la nefritis
autoinmune. El Grupo anti-CD45 no mostraba ninguna diferencia significativa con respecto al Grupo C121-fg,
ni el la excreción de prote’mas (A), ni en los niveles séricos de anticuerpos anti.MBG (B). Los valores
representados corresponden a la media ± DE de a=1O ratas para el Grupo anti-CD45 y n=25 para el
Grupo CI2Hg.
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Figura 4.31. Comparación del número total de leucocitos periféricos y de los porcentajes obtenidos por
citoznetría de flujo para el marcador OXÓ de los Grupos CljIg y auti-CD-4S (OXX) en sangre perirériea.
Las gráficas comparan el número total de leucocitos a lo largo de la enfermedad <A), y los valores
obtenidos en el estudio de leucocitos periféricos totales (B), así como de linfocitos circulantes (C) entre el
Grupo C~Hg y los obtenidos para el Grupo anti-CD45, que sirvieron como control de la administración
de los AcMs. Los valores representados en las gráficas han sido obtenidos de la media ±DE de n=lOpani
el Grupo anti-CD4S y zi=20 para el Grupo Cl2Hg.
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Figura 4.32. Representación de los porcentajes de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos circulantes
de los grupos CI2Hg y anti-CD4S. Se comparan los valores obtenidos durante la enfermedad para las
poblaciones de A) células T (OX19~), B) células B (OX33
t), C) linfocitos T cooperadores (W3/25~) y D)
linfocitos T citotóxicos/supresores (OX8~). Los valores son el resultado de la media ±DE de n= 10 para
el Grupo anti-CD45 y n=20 para el Grupo Cl
2Hg.
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4.6. PRODUCCION DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
Con el fin de determinar cual era la implicación de la citoquina TNF en la
enfermedad, se determinó la existencia de dicha citoquina, tanto a nivel glomerular
como a nivel sérico, por medio de un ensayo de viabilidad sobre la línea celular L929
(apañado 3.5.5). Cuando este ensayo se realizó sobre muestras séricas procedentes de
los grupos de experimentación, no fuimos capaces de detectar la presencia de TNF en
ninguno de los grupos.
Sin embargo, cuando las muestras ensayadas procedían de sobrenadantes de
cultivos glomerulares los resultados fueron muy diferentes. Cuando dichos
sobrenadantes fueron recogidos del cultivo de los érulos de ratas pertenecientes al
Grupo Cl2Hg y tomados a diferentes días a lo largo del experimento, se comenzó a
detectar una presencia de TNF a patir del día 4, aunque no llegó a ser significativa
hasta el día 8. El valor máximo se alcanzaba el día 11, llegando a concentraciones de
25,7 x ± 3,5 x la~ pg/ml de TNF vs 0,35 x io~ + 009 x io~ pg/ml. Como se
muestra en la Figura 4.33A, la producción de TNF a partir de glomérulos de ratas
tratadas con Cl2Hg, precedía al desarrollo de la proteinuna.
El mismo tipo de ensayo se realizó para los grupos HP2/1 y anti-TNFa. Los
resultados se representan en las gráficas 4.33B y C, respectivamente. En ellas puede
observarse cómo los sobrenadantes de cultivos glomerulares procedentes del Grupo
HP2/1 no llegaron a alcanzar niveles de INF en los sobrenadantes lo suficientemente
altos como para llegar a ser significativos con respecto al día 0 (0,886 x io~ + 0 166
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x i0~ pg/ml de TNF). Idénticos resultados se obtuvieron del grupo de animales
tratados con Acs anti-TNTFa en los que la concentración detectada a día 11 era de
0,569 x 1 o~ ±0,1 x i0~ pg¡ml de TNF. Resultaba obvio que, tanto el tratamiento con
HP2/1 como con anti-TNFa, conseguía inhibir casi por completo la producción de la.
citoquina TNF por parte de las células del glomérulo, al igual que ocurría con la
proteinuria en ambos casos.
Para descartar la posibilidad de falsos positivos en este expenmento que
pudieran estar producidos por la presencia en nuestras muestra de endotoxina.
citotóxica también para las células L929 utilizadas para el ensayo, se procedió
previamente a la detección de endotoxina en todas las muestras ensayadas (apartado
3.5.4). En cualquier caso la concentración de endotoxina presente en nuestras
muestras no excedía nunca los 10 pglml, límite de sensibilidad de nuestro ensayo.
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Figura 4.33. Niveles de TNF en sobrenadantes de cultivos glomerulares.A) Los sobrenadantes procedentes
de glomérulos de animales pertenecientes al Grupo Cl2Hg mostraban una alta concentración de TNF,
máxima a dia 11 de enfermedad. Ni el grupo tratado con l-11P2/1 (B) ni el tratado con anti-TNFa (G)
mostraban niveles significativamente mayoresque los obtenidospara sobrenadantes de glomérulos de ratas
normales. l~os resultados obtenidospara los tres grupos de experimentación son comparados con la cinética
de excreción de proteínas de cada uno de ellos. Los valores representados son el resultado de la media +
DE dc n= 10 animales por grupo y día.
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5. DISCUSION
La administración de cloruro de mercurio a ratas de la cepa singénica Brown
Norway (BN) produce una enfermedad autoinmune bifásica, con una fase inicial de
inducción, en la que se desarrolla la enfermedad, seguida de una fase de
autorregulación que provoca la resolución espontánea de ésta a partir de la tercera
semana.
El primer síntoma detectado en esta enfermedad es el aumento de los niveles
séricos de algunos autoanticuerpos entre los que destacamos los Acs contra el ADN
~Weening y col., 1978], mieloperoxidasa [Esnault y col., 1992] y especialmente.
anticuerpos contra la membrana basal giomerular (MBG) rSapin y col., 1977], éste:
último con un marcado carácter nefropático. Así mismo, se puede observar una
hipergammaglobulinemia que afecta principalmente a la clase 1gB [Sapin y col., 1984:,
Hirsch y col., 1982].
A nivel renal destaca la aparición de una intensa proteinuria diferenciada
claramente en dos fases. En primer lugar una etapa transitoria causada por el efecto
tóxico agudo directo del Hg sobre el túbulo renal [Gritzka y Trump, 1968; Aten y col.,
1988a1. La necrosis tubular que provoca el mercurio es, por otra parte, rápidamente
reparado por mecanismos celulares, como demuestra la presencia de mitosis a partir
de las 48 horas, normalizándose totalmente a los 5 ó 6 días. Pasada esta fase
transitoria de proteinuria comienza, a partir del día 11, una segunda etapa, de una
mayor intensidad y de una duración aproximada de una semana.
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El estudio histológico del riñón evidencia la acumulación de linfocitos T y
monocitos portadores del antígeno MI-fC clase II (la), localizados en la región
perivascular e intersticial, acompañado de un infiltrado glomerular de monocitos, en
una primera etapa, y células CD8~ después. Se ha especulado mucho a cerca de si di
infiltrado intersticial que aparece asociado a la mayoría de las glomerulonefritis
experimentales es la causa del daño renal, o por el contrario, es únicamente la
consecuencia de éste. En uno de los modelos de glomerulonefritis experimental más
estudiado, en el que la nefritis se induce a través de la inyección de anticuerpos
heterólogos contra la MBG, conocido como nefritis nefrotóxica, aparece un infiltrado
glomerular [Kuhn y col., 1977; Schreiner y col., 1978] y se ha demostrado que tanto
el infiltrado inicial, compuesto de leucocitos polimorfonucleares (PMNs), como e]l
infiltrado posterior, caracterizado como células mononucleares, está estrechamente
asociado al daño glomerular, y como consecuencia, a la proteinuria [Kreisberg y col.,,
1979]. Estudios recientes sobre este mismo modelo, concernientes a la evolución de][
infiltrado leucocitario, revelan que éste se inicia en el hilio capilar del glomérulo, para
evolucionar posteriormente a la región peiiglomerular y por último al intersticio renal
[Lan y col., 1991]. Este mismo grupo corrobora, igualmente, la asociación entre
infiltrado y proteinuria, puesto que el inicio del primero precede a la lesión
glomerular.
La infiltración celular observada en nuestro modelo podría diferenciarse en
distintos tipos según su localización en el tejido renal. En primer lugar destaca una
acumulación perivascular de leucocitos (células T y monocitos), observado en la
-441-
Discusión
totalidad de los animales sometidos al tratamiento, si bien con diferente grado de
intensidad. En segundo lugar, observamos un infiltrado glomerular, compuesto de
monocitos y células CD8~. Y por último, puede apreciarse un infiltrado con un claro
patrón periglomerular, acompañado de un infiltrado intersticial. En la nefritis
inducida por la administración de mercurio la infiltración se inicia con la aparición de
monocitos en el glomérulo a partir del 42 día de la enfermedad [Aten y col., 1988a].
Ocho días después del inicio del tratamiento aparece un infiltrado esencialmente
periglomerular, presentándose las regiones perivasculares y el propio intersticio,
prácticamente limpias de células hematopoyéticas. La infiltración mayoritaria de
células, tanto en la región perivascular, como en el intersticio, se produce a las dos
semanas de la administración del Hg, coincidiendo en el tiempo con el inicio de la
proteinuria y los depósitos de Acs en la membrana basal del glomérulo. Parece,
entonces, que existen dos tipos diferenciados de infiltrado: un primero que,
apareciendo en fases iniciales de la enfennedad, afecta exclusivamente al glomérulo
y se extiende a la región periglomerular, en un mecanismo similar al descrito por Lan
y col. [1991], y que podría estar contribuyendo también al desarrollo de la proteinuria,
al ser temporalmente anterior a ésta. En segundo lugar tendríamos un infiltrado que,
al aparecer el día 13 de enfennedad, podría ser causado por el depósito de Ig en la
pared glomerular. Es bien conocido que la fijación de anticuerpos a la membrana
basal desencadena una serie de reacciones que causarán, en último extremo, la
liberación de factores quimiotácticos como la IL-8, el GM-CSF y el TNF, cuyo efecto
sobre el endotelio abocará a una masiva migración de células circulantes que invadirán
el tejido [Brady, 1994]. Cómo se inicia la acumulación de monocitos en el glomérulo
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aún queda por determinar, si bien no parece probable que sea consecuencia del
depósito de anticuerpos contra la MBG, puesto que este suceso es temporalmente
posterior al inicio del infiltrado. En cualquiera de los casos, el mecanismo de
extravasación y migración utilizado por la gran mayoría de los leucocitos que invaden
el riñón implica la vía de adhesión VLA-4/VCAM-1, como ha quedado demostrado
al evidenciar que más de un 80% de las células circulantes encontradas en el tejido
renal expresaban en su membrana el receptor VLA-4 (Figura 4.8).
Por otro lado, cuando analizamos conjuntamente la aparición de depósitos
glomerulares de Ig contra la MBG y el desarrollo de proteinuria, si parece existir una
asociación directa entre ambos sucesos. Como ha quedado evidenciado en Resultados
(Figura 4.12), al comparar ambas cinéticas, de excreción de proteínas y la que siguen
estos mismos animales para la síntesis de autoanticuerpos contra la MBG, esta última
precedía al desaxTollo de la proteinuria en 2 6 3 días. Si a este hecho añadimos el
estudio realizado a nivel microscópico que revela la aparición de un depósito de Ig de
rata en el glomérulo a partir del inicio (le la síntesis de Acs contra la MBG y que
coincide exactamente con el inicio de la excreción de proteína en orina, podemos
especular con la idea de que dichos anticuerpos serían la causa directa de la aparición
de proteinuna.
Los múltiples estudios realizados con la finalidad de conocer la causa primaria
que desencadena la patogenia renal ha conducido a numerosos grupos a centrar sus
investigaciones sobre la producción de autoanticuerpos, especialmente de Acs contra
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la MBG. Estudios preliminares demostraron que la administración del mercurio
provocaba la activación policlonal de células B de una forma Y-dependiente [Hirsch
y col., 1982J. Posteriormente se demostrada la proliferación inicial (los primeros días
de la enfermedad) de células T autorreactivas, de una forma dependiente del antígeno
Ja (MHC clase 11). Aunque se ha demostrado que el determinante Ja puede ser
modificado por drogas o virus [Gleichmann y col., 1983], este no parece ser el caso del
modelo de Hg, ya que existen datos en contra de la teoría de que el Hg modifica
determinantes la, al evidenciarse que células 1a~ normales, pero no células Ia~
modificadas, han de estar presentes para que ocurra la proliferación de células 1’
autorreactivas [Pelletier y col., 1986].
Por otra parte, durante la fase de inducción se ha demostrado la coexistencia,
junto con la proliferación de células T autorreactivas, de un defecto en los mecanismos
de supresión [Bowman y col., 1984; Pelietier y col., 1990]. Sin embargo, mediante
experimentos de análisis de dilución límite, se ha demostrado, igualmente, la aparición
de células CDS’ a partir del día 13-14 de enfermedad (fase autorreguladora). Se
evidenciaba, de esta forma, el posible papel de estas células supresoras en la
resolución de la enfermedad. Del mismo modo, mediante expenmentos de
transferencia realizados en animales, sometidos previamente a una deplección de
células CD8> [Bowman y col., 1984], se evidenció el papel que dichas células ejercen
en la regulación de la enfermedad autoinmune. ata teoría era nuevamente apoyada
por experimentos en los que la transferencia de células esplénicas procedentes del día
13 de enfermedad de ratas BN tratadas eran incapaces de reproducir la enfermedad
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en los animales receptores [Pelletier y col, 1985],
Al llevar a cabo el análisis de células periféricas quedó demostrada una
disminución progresiva y transitoria del procentaje de células T a partir de la primera
semana, coincidiendo con un aumento del número de linfocitos B. Este último hecho
podría dar cuenta de la activación policlonal de células B que se produce en nuestro
modelo y que comienza a ser significativamente alta a partir del 8~ día de tratamiento,
momento en el cual la producción de autoanticuerpos en sangre se hace ya patente.
Por otra parte, la disminución encontrada. en el número de células T corresponde a
una reducción de células T cooperadoras (CD4~). Semejante disminución se ha
demostrado en otras enfermedades autoinmunes como el caso de la EAE [Hauser y
col., 1984] y en la diabetes en ratas BB [Yale y Marliss, 1984]. En el primer modelo
experimental esta caída del procentaje de células circulantes coincidía con un
reclutamiento de dichos linfocitos en el sistema nervioso central. En nuestro modelo
existe igualmente una importante infiltración renal de células T cooperadoras que
puede dar cuenta de la disminución encontrada en sangre.
Sin embargo, aunque también se produce una entrada importante de células
CD8~, en la circulación se aprecia un aumento en su número. Como se comenta
previamente, se ba demostrado por diferentes métodos la aparición de esta subclase
de linfocitos, coincidiendo con el comienzo de la fase autorreguladora de la
enfermedad. El análisis por FACS, donde se detecta su aumento también a partir de
la segunda semana de enfermedad, es una evidencia más del posible papel que ejercen
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dichas células durante la resolución espontánea de ésta. Es destacable el hecho de que
en sangre periférica existe un aumento significativo del número de leucocitos 0X64
siendo gran parte de ellas células linfoides. Ha sido ya demostrado que en el modelo
de CI
2Hg uno de los fenómenos iniciales es la interacción T-T dependiente del
antígeno la [Pelletier y col., 1986]. No es, por consiguiente, extraño el aumento de la
expresión del antígeno Ja que se experimenta entre los linfocitos . Actualmente no se
sabe sobre qué grupo celular ejerce el mercurio su efecto, ni si lo hace induciendo
directamente la activación de células T autorreactivas anti-Ia, aunque parece mas
probable que ejerza su función a través de la activación de otro grupo de células T
que podrían ser las responsables del aumento de la expresión del antígeno Ja que se
aprecia entre los linfocitos.
Parece indudable, entonces, que la autoinmunidad inducida por el Cl2Hg está
causada por mecanismos en los que se ven implicados diferentes tipos celulares que,
a través de su activación e interacción intercelular, llegan a desencadenar una serie de
sucesos que culminarán en el daño tisular.
Una constante que se repite en la década pasada al abordar el tema del
tratamiento de enfermedades experimentales en las que la existencia de
autoanticuerpos en el suero es lo más relevante en el desarrollo de la enfermedad, y
por tanto se ven implicados mecanismos inmunes, es la utilización de agentes
inmunosupresores, como ciclofosfamida y más frecuentemente ciclosporina A (CsA).
Estos inmunosupresores se han empleado con éxito en el tratamiento de la nefritis
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tubulointersticial, en la cual los anticuerpos contra la membrana basal del túbulo rena]l
juega un importante papel [Giménez y co., 1987; Shih y col., 1988]. 0 como es el caso
de la nefritis pasiva de Heymann, que es inducida en la rata tras la administración de
anticuerpos dirigidos contra antígenos de la membrana plasmática de células
epiteliales glomerníares (Fx1A) [Grñnhagen-Riska y col., 1990]. 0 como nuestro
propio modelo de nefritis inducida por mercurio [Baran y col., 1986; Aten y col.,
1988b]. También ha sido descrito su efecto en el desarrollo de la glomerulonefritis
autoinmune experimental, inducida por la inyección de MBG homóloga en adyuvante
completo de Freund (ACF), que si bien provoca la disminución de la proteinuria, no
consigue disminuir los niveles de Acs contra la MBG en suero, aunque sí evita su
fijación al glomérulo. Igualmente, el tratamiento con CsA ha sido ensayado con éxito
en otro tipo de enfermedades autoinmunes que no implican al riñón, como es el caso,
por ejemplo, de la diabetes mellitus experimental [Laupacis y coL, 1983] y de la
encefalomielitis autoinmune experimental [Feurer y col., 1988].
Sin embargo, este inmunosupresor tan utilizado en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, tiene un marcado carácter nefrotóxico, lo que constituye
un inconveniente a la hora de su administración. Este efecto se ha comprobado muy
frecuentemente en los animales de experimentación sobre los que se ha ensayado si>
efecto inmunosupresor [Thomson y col., 1989; Kaskel y col., 1988; Whiting y col.,
1988]. En humanos es muy utilizado durante el trasplante para evitar el rechazo del
injerto. Pero existe un riesgo, no poco frecuente, de encontrar en dichos pacientes un
patrón de nefrotoxicidad provocado por la CsA [Morales y col., 1988; Mihatsch y col.,
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El descubrimiento de las moléculas de adhesión, sometidas a un intenso estudio
en la última década, proporcionó una nueva perspectiva en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes en las que se ven implicados mecanismos inmunes. La
familia de las integrinas son quizás la más utilizadas, especialmente aquellas capaces
de mediar la adhesión célula-célula, participando en la migración leucocitaria. Es el
caso de las integrinas 132 o integrinas leucocitarias, y el caso especial de la integrina
a4 (única de las integrinas 131 capaz de mediar la adhesión célula-célula), así como sus
respectivos ligandos.
La integrina a4 se ha encontrado asociada a dos diferentes subunidades 13.
Podemos encontrarla asociada a la cadena 131 (integrina VLA-4) [Sánchez-Madrid y’
col., 1986], o con la cadena 137 (a4J37) [Rtiegg y col., 1992; Chan y col., 1992]. Hasta
el momento todos los datos indican que la integrina a4 juega un importante papel en
la extravasación de leucocitos durante procesos de inflamación, así como en
mecanismos asociados a respuestas inmunes. La integrina a4 se expresa en un gran
número de células hematopoyéticas. Encontramos, así, que células T, B y NK,
timocitos, eosinófilos, basófilos, mastocitos y monocitos expresan la integrina a4l31L
[revisado en Postigo y col., t993b]. Entre células no hematopoyéticas la encontramos
en células derivadas de la cresta neural [Bednarczyk y Mclntyre, 1992] y miotubos
[Rosen y col, 1992]. La integrina a4B7 está restringida a leucocitos [Yuan y col., 1990;
Erle y col., 1991], encontrándose en linfocitos 1 y B de sangre periférica [Postigo y
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col., 1993c; Schweighoffer y col., 1993]. Ambas integrinas, además, son reguladas
durante la activación y diferenciación [Sánchez-Madrid y col., 1986; Postigo y col.,
1991].
Las dos integrinas a4 tienen ligandos comunes: fibronectina (región CS-l)
[Wayner y col., 1989; Rñegg y col., 1992] y el VCAM-1 [Rice y Bevilacqua, 1989; Rice
y col., 1990; Rúegg y col., 1992]. Este último ligando de a4 es un receptor de
membrana que pertenece a la Superfamilia de las Inmunoglobulinas [Williams y
Barclay, 1988] y que se expresa predominantemente en el endotelio vascular activado.
Algunas citoquinas, como la IL-la o el TNFa, son capaces de estimular la expresión
de esta molécula de membrana [Osborn y col., 1989; mce y Bevilacqua, 1989]. En
virtud a su unión con los respectivos ligandos, la integrina a4 estará implicada en
diferentes procesos, como la diferenciación de progenitores linfoides ¡jWilliams y col.,
1991], proliferación de células T [Nojima y col., 1990] o incluso el desencadenamiento
de señales intercelulares, como la fosforilación de proteínas, [Nojima y col., 1992;
Freedman y col., 1993] en el caso de su unión con la fibronectina (FN). Como ya se
ha comentado arriba, su unión al VCAM-1 le permite jugar un papel central en la
extravasación de leucocitos a los lugares de inflamación [Hemíer, 1990]. Las integrinas
a4 se han asociado con la adhesión intercelular, que implica probablemente un ligando
diferente de VCAM-1 y FN [Campanero y col., 1990, 1992; Bednarzyck y Mclntyre,
1990; Pulido y col., 1991]. Por último, se ha identificado un nuevo ligando para cr4137
(MadCAM-1) que se encuentra expresada en la superficie de vénulas de endotelio alto
en las placas de Peyer [Briskin y col., 1993].
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La unión del VCAM-1 a sus receptores (r4131 y a4B7) es capaz de modularse
por activaciones a corto plazo [Shimizu y col., 1992; Postigo y col., 1992]. Durante esta
activación no se observa un cambio en los niveles de expresión del VLA-4 o del a4137,
lo que parece indicar que estas moléculas sufren cambios conformacionales durante
la activación celular [Arroyo y col., 1992; Faulí y col., 1993; Rñegg y col., 1992]. Al
igua] que ocurre con la ruta de adhesión mediada por LFA-1/ICAM-1, la interacción
VLA-4!VCAM-1 es esencial en la respuesla inmune e inflamatoria, situaciones en las
que adquiere especial importancia la unión entre células circulantes y endotelio. Estas
vías de adhesión van a fortalecer la unión inicial, mediada por selectinas, entre ambos
tipos celulares [Butcher, 1991; McEver, 1992]. De esta forma el complejo VLA-
4/VCAM-1 se ve implicado en numerosos procesos inflamatorios, teniendo, por tanto,
un papel central en numerosas enfermedades (apartado 1.4 de Introducción).
Este hecho destacado hace de los anticuerpos específicos para el a4, así como
para el VCAM-1, métodos terapéuticos ideales para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias. Con esta finalidad se ha ensayado en numerosos modelos
experimentales donde la inflamación tuviera un papel central en el desarrollo de la
enfermedad. Ha sido ensayado con éxito el tratamiento con Acs anti-a4 en la EAE
[Yednock y col., 1992], en reacciones alérgicas [Weg y col., 1993; Chisholm y col.,
19931, en el modelo de nefritis nefrotóxica, donde se observa un depósito de Ig en el
glomérulo como consecuencia de la administración de anticuerpos heterólogos contra
la MBG [Mulligan y col., 1993a], así como en lesiones pulmonares causadas por el
depósito de complejos inmunes jjMulligan y col., 1993b y c].
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Del mismo modo, la utilización de AcMs contra otras moléculas de adhesión
implicadas en la migración de leucocitos han sido empleadas con idéntica intención.
Así, en un modelo experimental de nefritis autoinmune desarrollada en el ratón, el
tratamiento con anticuerpos dirigidos contra la molécula de adhesión intercelular-1
(ICAIVI-1), ligando de LFA-1, impide la infiltración de leucocitos al riñón, evitando
además la aparición de proteinuria [Haming y col., 1992]. En un estudio realizado
sobre el modelo de nefritis nefrotóxica [Mulligan y col., 1993a] los autores emplearon
un amplio panel de Acs contra diferentes moléculas de adhesión, consiguiendo una
considerable reducción de la proteinuria al tratar con Acs contra el Mac-1, el ICAM-1
y el VLA-4, y en menor medida con el EIAM-1. Sin embargo, la administración de
Acs contra el LFA-1 no consiguió reducir los niveles de proteinuria. Posteriormente,
Kawasaki y col. [1993] consiguieron resultados positivos con el tratamiento, tanto con
Acs contra el ICAM-1 como contra el LFA-1, en un modelo de nefritis nefrotóxica.
En nuestro caso, la elección de un Ac contra la integrina as4 para el tratamiento
de este modelo de enfermedad autoinmune se realizó en base al estudio hecho sobre
el tejido renal de ratas a las que se les indujo la enfermedad ya que evidenciaba la
gran proporción de células VLA-44 que infiltraban el riñón. Existían además trabajos
preliminares realizados con el mismo anticuerpo (HP2I1) en casos de encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) [Yednock, 1992], en el que se demostraba una alta
proporción de éxito en la prevención de dicha autoinmunidad.
El tratamiento adicional con HP2i’1 a ratas inyectadas con Cl
2Hg previno la
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infiltración de células circulantes en el foco de lesión, evidenciándose una ausencia
prácticamente total de leucocitos en el intersticio renal de este grupo de ratas. Al
tratarse de un AcM dirigido contra un receptor de membrana expresado en un amplio
número de células hematopoyéticas, podríamos estar produciendo, con su
administración, una deplección leucocitaria en sangre, cuyo reflejo fuera la ausencia
de infiltrado en el riñón. Sin embargo, el análisis del número total de células blancas
en el Grupo HP2/1, así como en los Grupos Control y CI2Hg, demostró no existir
ninguna diferencia significativa entre ninguno de los grupos. El efecto conseguido tras
la administración de Acs anti-a4 demostraba la importancia de la ruta de adhesión
VLA-4¡VCAM-1, siendo esta la vía preferente de extravasación y migración de
leucocitos.
Sin embargo, además del efecto protector de los AcMs contra la integrina a4
sobre el infiltrado intersticial, el efecto más sorprendente encontrado sobre este
modelo se refería a la producción de anticuerpos anti-MBG que se observa en este
modelo de autoinmunidad experimental. La administración del AcM a ratas tratadas
con Cl2Hg conseguía reducir en un 80% los niveles séricos de Acs contra la MBG.
Este efecto, además, se evidenciaba a nivel renal en una ausencia de depósitos
glomerulares de lg, así como en una dramática reducción de la proteinuria. La
realización de un experimento de transferencia pasiva en el Grupo 11P2/1, a cuyas
ratas se Jes administró suero procedente de ratas tratadas con CI2Hg, nos permitió
disociar los efectos conseguidos tras la administración de HP2/1. Se ha discutido
anteriormente que existe un mecanismo que describe una cascada de sucesos que se.
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inician a partir de la fijación de anticuerpos a la membrana basal. En este caso, una
reducción en el depósito de Acs en el glomérulo podría ser la causa de la ausencia de
infiltrado y no el bloqueo de la unión VLA-4!VCAM-1, conseguido tras la
administración de Acs anti-a4. Sin embargo, la administración pasiva de Aes ami-
MBG a este grupo experimental demostró que, a pesar de la existencia de depósitos
glomerulares que pudieran iniciar el influjo de células circulantes, los Acs anti-a4
estaban impidiendo dicho extravase leucocitario.
Estos mismos experimentos de transferencia nospermitieron definirla probable
causa inicial de la proteinuria. Si bien se ha demostrado en otros modelos de
glomerulonefritis que el influjo inicial de monocitos en el glomérulo puede iniciar una
cascada de sucesos que culminen en el <laño glomerular, y por consiguiente en la
proteinuria [Kreisberg y col., 1979; Lany col., 1991], el infiltrado observado en nuestro
modelo, consecuencia de la fijación de Ig a la membrana basal, no parece tener
ningún efecto sobre el desarrollo de la proteinuria. Como demuestran los
experimentos de transferencia pasiva de antisuero procedente del día 13 de
enfermedad de ratas BN que recibieron el tratamiento con CJ2Hg, su administración
a ratas normales les indujo, además de depósitos de Ig en los glomérulos, el desarrollo
de un infiltrado. Sin embargo, la administración del antisuero al Grupo HP2/1
demostró la independencia de ambos sucesos, esto es, dichos animales mostraban la
existencia de depósitos glomerulares de Ig, pero no se encontró en ningún caso células
inflamatorias, aunque si desarrollaron proteinuria, si bien no tan intensa como el
Grupo Cl2Hg. Parece, entonces, que la causa inicial de proteinuria era el depósito de
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anticuerpos en la membrana basal del glomérulo, que en definitiva causaría el daño
en la barrera de filtración glomerular. En cualquier caso parece evidente que la
acumulación de células en el riñón no tiene una implicación directa con el desarrollo
de la proteinuria, antes bien, sería una consecuencia, al igual que la proteinuria, del
depósito de Acs, sin tener una implicación directa en el desarrollo de ésta. Como se
ha discutido arriba, parece existir un infiltrado en días tempranos tras la inyección de
la primera dosis, que aunque también es dependiente de VLA-4/VCAM-1, no parece
ser la causa de la existencia de anticuerpos anti-MBG. Este infiltrado, que consiste
principalmente en monocitos, sí podría contribuir de alguna manera al daño
glomerular, de forma idéntica al mecanismo descrito por Lan y col. [1991].
El tratamiento con HP2/1 pone en evidencia las funciones conocidas atribuidas
al VLA-4: por un lado su papel en la extravasación de leucocitos, a través de la unión
de dicha molécula a su ligando en el endotelio (VCAM-1) y la posterior migración a
la zona de inflamación, vía su unión a la FN. De igual modo, queda confirmada la
especificidad de los efectos provocados por HP2/1 sobre la enfermedad al compararlo
con los nulos efectos que causa el tratamiento con el monoclonal irrelevante
empleado, OX1, (dirigido contra el antígeno leucocitario común). Queda igualmente
demostrado que en esta enfermedad autoinmune la vía dominante de extravasación
y migración utilizada por los leucocitos parece ser la ruta VLA-4/VCAM-1. Este hecho
puede explicar la ausencia en este modelo de leucocitos polimorfonucleares que
infiltren el riñón puesto que esta molécula de adhesión (VLA-4) no se expresa en
dicho grupo celular. El hecho más destacado en los modelos de glomerulonefritis, en
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los que el desarrollo de proteinuria está estrechamente asociado con el infiltrado,
como es el caso de la nefritis nefrotóxica, es la demostración de un importante influjo
de leucocitos polimorfonucleares que van a iniciar los mecanismos de lesión
glomerular [Kreisberg y col., 1979]. Podría ser significativo, a este respecto, el que no
se produzca un acúmulo de células PMNs en nuestro modelo-
El mecanismo por el cual el AcM contra VLA-4 es capaz de inhibir la síntesis
de autoanticuerpos contra la MBG queda aún por determinar. Teniendo en cuenta el
mecanismo que provoca la síntesis de estos autoanticuerpos, esto es, la activación
policlonal de células B a partir de células 1 autorreactivas, cabe suponerla posibilidad
de que exista una interacción entre ambas células que desencadene la activación de
las células B. Aunque parece existir una previa interacción T-T dependiente del
antígeno la, no parece probable que HP2I1 esté interfiriendo a este nivel previo de
activación ya que hemos podido demostrar que el tratamiento con el Ac contra la
integrina a4 no es capaz de inhibir la producción de otro tipo de anticuerpos como
son los Acs anti-ADN. Existen múltiples evidencias iii viti-o que proponen una nueva
función de la integrina a4 que no depende de su unión ni al VCAM-1 ni a la
fibronectina, sugiriendo un tercer ligando para este receptor, aún desconocido
[Campanero y col., 1990, 1992; Bednarzcyk y col., 1990; Pulido y col., 1991; Rñegg y
col., 1992]. La inhibición, a nivel de producción de anticuerpos anti-MBG, podría ser
una evidencia iii vivo de esta nueva función de VLA-4 en la interacción entre células
linfoides. El bloqueo de dicha unión evitaría, de alguna forma, la activación de las
células productoras de autoanticuerpos. Como ya se ha comentado, los Acs contra el
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ADN no sufren ninguna variación fruto del tratamiento con el Ac HP2/1. Este hecho
nos sugiere un papel inmunosupresor selectivo del Ac HP2/1. Obviamente está
actuando de forma diferencial sobre distintos clonos productores de anticuerpos.
Podríamos especular sobre la existencia de distintos clonos de células B en virtud a
una activación dependiente o no de la integrina a4.
Según esta teoría, esquematizada en la Figura 5.1, estaríamos actuando sobre
un punto muy concreto del proceso de activación que lleva a la producción, en último
extremo, de autoanticuerpos. Esta misma teoría podría explicar el porqué en los
animales tratados con el Ac HP2/1 no se observa una reducción en el número de
células que expresan el antígeno la con respecto al Grupo Cl2Hg, siendo, en algunos
casos incluso superior. Sin embargo, es indudable que se produce una inhibición de
la síntesis de anticuerpos contra la MBG. No podemos descartar, incluso admitiendo
la posibilidad de una expresión de genes de citoquinas, que la administración del Ac
HP2/1 está bloqueando su unión a sus ligandos naturales. Sería posible que para que
se lleve a cabo la activación de células B sea necesario un contacto celular entre las
células T autorreactivas y las células B. Al bloquear dicho contacto estaríamos
evitando la síntesis de estos anticuerpos.
Por otra parte, ya hemos comentado la importancia que las céjujas T
citotóxicas/supresoras podrían estar jugando en la resolución de la enfermedad. Esta
fase autorreguladora comienza a partir del día 13, cuando todos los parámetros de la
enfermedad comienzan a descender. Es entonces cuando comienza un considerable
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aumento de células CD8~ en sangre, iniciando, así, su papel regulador. Además se
puede observar en este mismo grupo de ratas, que en días previos se experimenta, sin
embargo, una reducción de dichas células, lo que se ha interpretado como un defecto
en los mecanismos inmunosupresores de estos animales consecuencia de la
administración de mercurio. Cuando tratamos a las ratas BN con el Ac anti-a4 no sólo
no se observa tal reducción en los porcentajes de células CD8~, sino que experimenta
un importante incremento con respecto al Grupo CI2Hg. Este aumento inicial en el
número de células CD8~ podría estar influyendo en una temprana regulación de la
enfermedad, sumándose a los efectos ya discutidos del Ac contra la integrina tx4.
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Figura £1. Hipótesis sobre la activación celular y síntesis de autoanticuerpos. 1. El CI2Hg actuaría sobre
un subtipo de células T induciendo en ellas la expresión de moléculas la. Estas células T Ia~
interaccionarían con un subgrupo dc células ‘1’ autorreactivas anti-Ia que, debido a un defecto en los
mecanismos supresores, escaparían al control de células T citotóxicas/supresoras. La interacción de las
célulasT resultantes (T autorreactivas activadas) con diferentes clonos de célulasB inducirían su activación.
Esta interacción podría ser de dos tipos: 2. Una interacción independiente de la integrina a
4, que se
produciría entre un etenninado tipo de clonos B y que daría como r sultado la producción de un tipo de
anticuerpos (como es el caso tic los Acs contra el ADN), y 3. una segunda clase de interacción que sería
dependiente de la integrina ~4, produciéndose una adhesión intercelular mediada por la unión de a4 a su
posible ligando expresado en linfocitos. Esta interacción daría como resultado la síntesis de otro tipo de
autoanticuerpos (como cl caso de Acs contra la MBG).
1.
1’ autorreactiva
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Es indudable que en nuestro modelo de nefritis autoinmune las moléculas de
adhesión, en especial la integrina a4 y su ligando VCAM-1, contribuyen de forma
decisiva a la patología renal. No podemos olvidar, por tanto, los mecanismos
reguladores a los que dichos receptores están sometidos. Una parte importante de
dicha regulación corre a cargo de factores quimiotácticos y citoquinas. En situaciones
fisiológicas normales, tanto las células circulantes como el endotelio, han de mantener
un estado de inactivación, permaneciendo en una forma “anti-adherente’. Durante la
enfermedad, los mediadores inflamatorios jugarán un papel crítico al regular la
adhesión, bien alterando la avidez y/o expresión de receptores ya existentes en
membrana, o bien provocando su síntesis de novo. Factores quimiotácticos (como el
C5a o el LTB4) y citoquinas (como la lbS, el M~I?P-1 o el TNFa) son capaces de
aumentar rápidamente la adhesividad de los leucocitos a las células endoteliales,
incluso a células endoteliales glomerulares [Arnaout, 1990; Brady y Serhan, 1992] y a
células mesangiales [Brady y col., 1992]. El perfil de las moléculas de adhesión
expresado será diferente dependiendo del patrón de citoquinas que intervengan, así
como del tipo celular sobre el que se esté actuando. Citoquinas como el TNFa, la IL-
IB y el IFN-gamma aumentan la síntesis del ICAM-1 en cias élulas endoteliales y en
el endotelio glomerular [Pober y Cotran, 1990; Brady y Serban, 1992] y desencadenan
la síntesis de novo en el mesangio [Dentort y col., 1991]. El TNFa y la JL-113 también
son capaces de inducir la síntesis del VCAM-1 en el endotelio glomerular, el mesangio
y el epitelio tubular [Wuthrich y Snyder, 1992]. Además, estas moléculas inducen
transitoriamente la expresión de la E-seiectina en las células endoteliales [Lasky,
1992].
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En situaciones de enfermedad estos receptores de membrana y sus ligandos
adquieren una gran importancia, lo que confiere un papel central, igualmente, a los
mediadores inflamatorios que modulan la expresión y activación de tales moléculas.
Se convierten, así, las citoquinas en candidatos perfectos encaminados al tratamiento
de ciertas enfermedades con un importante componente inflamatorio. Han sido
utilizados en innumerables ocasiones anticuerpos, tanto monoclonales como
policlonales, dirigidos contra algunas de las citoquinas más frecuentemente implicadas
en los procesos inmunes. Así, en el modelo de nefritis nefrotóxica el tratamiento con
anticuerpos contra el TNFa y la IL-1B por separado, conseguían anular los efectos
provocados por la inyección de Acs contra la MBG y el LPS. Este efecto no se
evidenció cuando se les administraba a los animales Acs contra la IL-la [Karkar y col.,
1992]. En un modelo similar, sin la inyección adicional de LPS, Mulligan y col. [1993a]
corroboraron los resultados de Karkar y col. demostrando la efectividad del
tratamiento con Acs contra el TNFa (y ningún efecto con la IL-1), tanto a nivel de
excreción de proteínas en onna, como en la infiltración de glomérulos por neutrófilos,
mostrando una vez más el papel del TNFa en la nefritis inducida por Acs contra la
MBG.
En la nefritis autoinmune inducida por mercurio la administración de un
antisuero anti-TNFa consigue una sorprendente reducción de los niveles de proteína
en onna. El mecanismo de acción del TNFa es, sin embargo, muy diferente al que
hemos descrito para el Ac anti-a4. Los efectos conseguidos con el tratamiento con Acs
anti-TNFa nos hace pensar en un mecanismo de acción exclusivamente local para esta
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citoquina. En los animales que recibieron tal tratamiento no fue detectado ningún
descenso en los niveles séricos de autoanticuerpos. Del mismo modo, los glomérulos
de estas ratas mostraban un patrón de depósitos de Ig semejante al Grupo Cl2Hg. El
hecho de que la administración de Acs anti-TNFa no tenga ningún efecto sobre la
síntesis de autoanticuerpos podría apoyar la teoría expuesta anteriormente en la que
suponemos crucial el contacto celular para que se produzca la activación y
diferenciación de células B. Sin embargo, aunque la administración de Acs anti-TNFa
parece estar afectando a la activación celular al observarse un pequeño descenso en
el porcentaje de expresión del antígeno MHC clase II con respecto al Grupo Cl2Hg,
no parece probable que dicha disminución, que por otra parte no es muy significativa,
afecte a las células B ya que esta población experimenta un fuerte aumento en su
número en el Grupo anti-TNFa. Si a esto añadimos que en el suero de animales
tratados con CI2Hg no se detecta la presencia de esta citoquina, podemos descartar
la posible implicación del TNFa en la fase de inducción de la enfermedad. Teniendo
en cuenta el trabajo de Yurochko y col. [1992] que describen la expresión de algunos
genes de citoquinas tras la unión de la integrina a4 con Acs dirigidos contra ella
(incluso HP2/1), buscamos el posible incremento de TNF en el suero de ratas tratadas
con anti-a4 sin encontrar niveles significativos. Aunque no podemos descartar que esta
expresión génica de citoquinas, consecuencia del compromiso integrina a4IAc anti-a4,
esté teniendo lugar, no parece afectar al gen para el TNF, antes bien afectaría a otra
serie de citoquinas que por otro lado podrían estar contribuyendo al ligero aumento
de expresión de moléculas la que se detecta en el análisis de leucocitos periféricos del
Grupo HP2/1.
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Los ensayos realizados con el fin de detectar también un aumento de TNF en
el suero de los animales inyectados con Cl2Hg fueron, en cualquier caso, negativos.
Esto hacía pensar nuevamente en la posibilidad de un papel exclusivamente local del
TNF en esta enfermedad. La detección de niveles altos de ‘JNF en el sobrenadante
de cultivos glomerulares procedentes de diferentes días del Grupo Cl2Hg parecía
confirmar esta teoría. Esta síntesis de TNF comenzaba a detectarse a partir del día 4
y se hacía máxima el día 11 de enfermedad. Como hemos comentado anteriormente,
se produce un acúmulo inicial de monocitos en el glomérulo, significativo a partir del
día 4 y que es maximo el día 8. Es bien conocido que dichos monocitos pueden ser
una fuente importante de TNF [Oppenhe¡m y col., 1991]. El efecto de esta citoquina
sobre el endotelio y sobre las células del propio glomérulo contribuye al reclutamiento
de nuevas células circulantes. El TNF es un importante activador del VCAM-1 por lo
que el bloqueo de su acción podría evitar la activación de dicho receptor de células
endoteliales. De hecho, en los animales tratados con Acs anti-TNFa no se produce el
infiltrado celular. Como se ha demostrado ya, este infiltrado es dependiente de la
adhesión VLA-4/VCAM-1, por lo que la producción inicial de TNF en los glomérulos
(probablemente a partir de los monocitos infiltrantes) parece ser esencial en el
desarrollo de la nefritis al iniciar una cascada de activación y secreción de nuevos
mediadores solubles.
Aunque no existe una evidencia directa de cual es el tipo celular que inicia la
secreción de TNF, podría ser que dicha producción corriera a cargo de células
glomerulares intrínsecas por un posible efecto directo del Cl2Hg sobre ellas,
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induciéndose secundariamente su activación. El candidato perfecto sería el macrófago
residente aunque no puede descartarse el posible papel de las células mesangiales
[Baud y col., 19891 e incluso de las células epiteliales glomerulares [Gómez-Chiarri y
col., 1990]. La secreción de TNF iniciada por estas células, que ocurriría el 4Q día de
la enfennedad, reclutaría nuevas células desde la circulación, principalmente
monocitos, que contribuirían nuevamente a la síntesis de TNF. Cuando fueron
medidos los niveles de TNF existente en sobrenadantes de cultivos glomerulares de
ratas tratadas con Acs anti-a4 no fueron detectados niveles significativos. Este
resultado viene a indicar que la mayor producción de TNF depende de las células que
infiltran el glomérulo. Aunque se produzca la secreción de pequeñas cantidades de
TIÑE por parte de macrófagos residentes, a unos niveles insuficientes para ser
detectado en el medio, esta citoquina no es capaz de desencadenar el influjo masivo
de monocitos al riñón puesto que la vía de extravasación principal en este modelo está
bloqueada por el efecto del tratamiento con Acs anti-a4. Con la inhibición de la
síntesis de TNF, así como el bloqueo de su función, estamos evitando una cascada de
sucesos que van a contribuir, junto con el depósito de Acs anti-MBG en el glomérulo,
a la entrada de células circulantes y al daño producido en la barrera de filtración. En
la Figura 5.2 se esquematiza la posible implicación del TNF en la lesión renal, así
como de la integrina a4. El papel del TNF como factor quimiotáctico y activador de
las moléculas de adhesión queda patente tras observar la ausencia total de células
infiltrantes en los animales tratados con anti-TNFa. Sin embargo, como ya quedara
demostrado anteriormente, la presencia de células infiltrantes no es causa
desencadenante de la proteinuria. Esto implica que el TNF, además de contribuir
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decisivamente en el desarrollo del infiltrado, tanto intersticial como glomerular, tiene
igualmente una implicación directa sobre el daño glomerular, y por consiguiente sobre
la barrera de filtración. Los mecanismos que inician este daño tras la fijación de
anticuerpos a sus determinantes antigénicos propios de la membrana basal, no están
muy bien definidos. La fijación de inmunoglobulinas parece desencadenar la
producción de agentes quimiotácticos, y se ha demostrado que muchas Igs pueden fijar
complemento, generando el péptido quimiotáctico C5a jjBrady, 1994]. Pero la fijación
de complemento parece ser un mecanismo más frecuente en el caso de nefritis por
complejos inmunes circulantes. En el modelo de nefritis inducida por Cl2Hg no se
producen complejos circulantes sino anticuerpos contra un componente fijo de la
membrana basal. Pueden generarse especies oxigeno-reactivas, enzimas proteolíticos
y moléculas citotóxicas cuya liberación causa la lesión. Entre estas moléculas parece
tener un papel central el TNF. Sin embargo, los mecanismos concretos que se
desencadenan tras la fijación de Acs a la MBG no son muy bien conocidos,
requiriéndose aún múltiples estudios encaminados a su discernimiento.
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Figura 5.2. Esquema hipotético de! juicio del daño glomemíar. La activación de los macrófagos residentes
(probablemente por un efecto directo del mercurio) provocaría la secreción de factores quimiotácticos y
citoquinas, como el TNEa (conun marcado carácter quirniotáctico también) que iniciarían el reclutamiento
de monocitos desde la circulación, induciendo la activación o expresión de novo de moléculas de adhesión,
como el VCAM-l. En otro término, el depósito de lg en la membrana basal del glomérulo desencadenaría
una serie de sucesos en cascada en los que la generación de factores quixniotácticos, citoquinas (TNF), y
moléculas citotóxicas, jugarían un papel esencial provocando la entrada de células desde la circulación de
una forma VLA-4IVCAM-l-dependiente pudiendo, además, contribuir decisivamente a piovocar el daño
en la barrera de flitración glomerular, causando el paso indiscriminado de moléculas a la orina.
Monocito
Coniplejo antígeno-anticuerpo
Onimiotaxis
Interacción receptor/ligando
(VLA-4NCAM-t)
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A pesar de que todas las evidencias parecen indicar que en nuestro modelo el
TNF no tiene ninguna implicación en la inducción de la enfermedad, uno de los
efectos que se consiguen tras la administración de Acs contra el TNFa se puede
observar en la sangre al analizar los porcentajes de células CD8~. Al igual que ocurria
en el Grupo HP2/1, y a diferencia del Grupo CI2Hg, aparecía un importante
incremento de esta subclase linfocitaria durante la fase de inducción. Se ha sugerido
en este modelo un defecto en la función T supresora durante esta fase ¡jPelletier y col.,
1988b] que es repuesta durante la fase reguladora [Bowman y col.,1987] por la acción
de la IL-2 [Castedo y col., 1994]. El papel que tienen tanto el TNIF como la integrina
a4 en este suceso, bien contribuyendo al defecto de la función T supresora, o bien
durante el restablecimiento de dicha función, es algo que debe ser estudiado más
profundamente.
Aún queda mucho por conocer, tanto de los mecanismos que inducen la
activación de las células B y la síntesis de autoanticuerpos, especialmente de aquellos
que autorregulan la enfermedad, como del daño tisular que se desencadena como
consecuencia de la aparición de algunos de estos autoanticuerpos. Sin embargo,
después de los estudios realizados ha quedado demostrada la implicación, en ambos
sucesos, de la adhesión célula-célula y célula-MEC, en cuyo proceso tienen una
evidente importancia, tanto la integrina a4 y sus ligandos, como la actuación de
mediadores solubles, como la citoquina TNF, cuya principal función parece centrarse
a nivel local. Ambas moléculas, el TNF y la integrina a4, a niveles diferentes, deben
ser considerados como candidatos adecuados para el diseño de terapias
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inmunosupresoras en el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
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1. La administración de cloruro de mercurio a ratas Brown Norway les produce una
enfermedad autoinmune. Los animales inyectados desarrollan una primera fase de
inducción, caracterizada por la aparición en el suero de altos niveles de
autoanticuerpos, destacando anticuerpos contra los determinantes antigénicos de la
MBG. Durante esta fase se observa un aumento de células B en la sangre,
consecuencia de la activación policlonal de células B dependiente de células T y cuyo
resultado será la síntesis de anticuerpos.
2. La acción tóxica directa del mercurio sobre el riñón causa la degeneración de las
células del epitelio tubular cuya consecuencia es la aparición transitoria de
proteinuria.
3. El depósito glomerular de Ig (Acs contra la MBG) desencadena la lesión
glomerular cuyos efectos se traducen en la aparición de un intenso acúmulo de células
hematopoyéticas, tanto en el intersticio renal como en los glomérulos, y de una grave
proteinuria, con una duración aproximada de una semana.
4. Con la aparición en la circulación de un aumento de células T CD8~ se inicia la
fase de autorregulación de la enfermedad que se caracteriza por el aclaramiento de
los anticuerpos en el suero y la resolución de la proteinuria, siendo aún persistente eh
infiltrado celular renal.
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5. La administración a ratas tratadas con Cl2Hg del AcM HP2/1 previene la síntesis
de Acs contra la MBG, sin afectar a la producción de Acs contra el ADN, sugiriendo
un papel esencial de la integrina a4 en la activación de clonos específicos de células
B. Este efecto de HP2/1 es una evidencia in vivo de la posible existencia de un nuevo
ligando para el VLA-4 expresado en los linfocitos, como ya ha sido demostrado en
experimentos ¿ti vitro.
6. El tratamiento con el Ac HP2¡1 se traduce a nivel renal en la prevención del
desarrollo del infiltrado celular. Esto es debido al bloqueo de la ruta de extravasación
VLA-4!VCAM-1 y no a un menor depósito de Ig en la membrana basal, como queda
demostrado tras la administración pasiva de un antisuero contra la MBG a un grupo
de animales tratados con HP2/1. Tampoco puede serconsiderado consecuenciade una
posible deplección leucocitaria que pudiera ser provocada por la administración del
AcM HP2/1, como se evidencia tras el recuento leucocitario de sangre periférica. La.
ausencia de depósitos glomerulares de Ig contra la MBG en las ratas tratadas con e].
Ac HP2/1 se traducc en una reducción de los niveles de excreción de proteínas en la
orina de más de un 80% en la totalidad de los animales tratados.
7. El tratamiento con anticuerpos contra la citoquina TNFa a ratas inyectadas con
CI2Hg bloquea la infiltración de leucocitos y reduce en casi un 90% la proteinuria, sin
detectarse ningún efecto sobre la síntesis de autoanticuerpos ni en el depósito de Ig
en la membrana basal glomerular, sugiriendo que la presencia de TNF es esencial para
el desarrollo del daño glomerular.
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8. La administración de CI2Hg induce también, a nivel glomerular, la síntesis de TNF
desde el día 4 de enfermedad y hasta el día 11., sugiriendo una acción directa del
mercurio sobre las células intrínsecas del glomérulo, ya sean macrófagos residentes o
células mesangiales. El efecto quimiotáctico del TNTF inicia el reclutamineto de
monocitos. La ausencia de niveles significativos de TNF en los glomérulos de ratas
tratadas con HP2/1, así como la ausencia de infiltrado inflamatorio renal en el grupo
tratado con Acs contra el TNFa, sugiere un efecto “feedback” entre la síntesis de TNF
y la entrada de monocitos vía VLA-4/VCAM-1.
9. El análisis de los sueros de las ratas tratadas con CI2Hg, con Acs HP2/1 y con Ms
anti-TNFa para la detección de niveles de TNF dieron, en los tres grupos, resultados
negativos lo que, junto con la detección a nivel glomerular de niveles altos de TNF en
el Grupo CI2Hg, sugiere un papel preferentemente local de esta citoquina en e]L
desarrollo de la lesión glomerular.
10. Tanto los grupos de ratas tratadas con Acs HP2/1 como con Acs anti-TNFo:
experimentan un temprano aumento en el porcentaje de células CDS4 circulantes
pudiendo ejercer un efecto supresor durante la fase de inducción de la enfermedad,
contribuyendo a su temprana resolucion.
11. Los efectos inmunosupresores logrados tras la administración de Acs contra la
integrina a4, así como de Acs contra la citoquina TNFa, indican que las terapias
diseñadas para interferir, tanto las rutas de adhesión como los efectos causados por
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factores solubles de la inflamación, pueden ser muy útiles en el tratamiento de las
enfermedades autoinmunes, como son aquellas que afectan al nnon.
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